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Gl osario

Aborto espontdneo: Es la expulsion del producto de la concepcion
(antes de las 20 semanas) sin intervencion mecanica o farmacolégica

(WilsonRD, 1995, Johnson JM, 1999).

Aborto imputable al procedimiento: Es el que tiene lugar en las dos
semanas subsiguientes al procedimiento y en el que el producto no

muestra malformacioén o anomalia cromosdmica (Wilson RD, 1995).

Aborto inducido o terapéutico: Es la terminacion precoz de la
gestacion (antes de las 20 semanas) mediante metodos mecanicos o

farmacologicos (WilsonRD, 1995).

Amniocentesis cldsica: La que se efectua entre la semana 15-17 de
gestacion (Emery EAH, 1970), o incluso hasta la semana 19 (Wilson RD,

1995) 6 91-126 dias post ovulacion.

Amniocentesis guiada mediante ecografia: Es la realizada con la
concurrencia de la ecografia en fiempo real para guiar todo el
procedimiento incluyendo la infroduccion de la aguja, la aspiracion
del liguido y la remocién de la aguja. Pueden usarse tanto la técnica
de"manoslibres", como con la guia adosada al fransductor para dirigir
la aguija. El contfrol mediante ecografia permite evaluar la presencia de
hemorragia infraamnidtica materna, hematomas retroplacentarios o

refroamnidticos, asi como extravasacion de liquido (Wilson RD, 1995).
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Amniocentesis temprana: La gue se efectua entre la semana 10a 14
de edad gestacional (Emery EAH, 1970; Henry GP, 1992) 0 63-90 dias

postovulacion (Wilson RD, 1995)

Amniocentesis: Extraccion de liquido del saco amnidtico mediante
aspiracion atraves de una aguja generalmente insertada a fraves de la
pared abdominal (Sundberg K, 1990b). Pueden distinguirse dos
variantes segun el tipo de puncién: fransplacentaria y extraplacentaria

(Wilson RD, 1995).

Biopsia de vellosidades coriales: Método alternativo para el
diagndstico citogenético donde se extraen vellosidades coriales de la

placenta para su estudio (Sundberg K, 19950).

Biopsia fetal: Extraccion de tejido fetal mediante pinza de biopsia o

aspiracion poraguja (Ralston SJ, 2004).

Cariotipo fetal: Estudio de los cromosomas para identificar
anormalidad o alteraciones estructurales o numeéricas (Ralston SJ,

2004),

Cordocentesis: Extraccion de sangre fetal del corddon umbilical
mediante aspiracion a fraves de una aguja generalmente inserfada a

través de la pared abdominal (Ralston SJ, 2004).
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Cromosomas: Estructuras que estdn localizadas dentro de cada célula
del cuerpo y contienen los genes que determinan el fenotipo de los

seres vivos (Ralston SJ, 2004).

Ecografia: Es un examen en el cual se utilizan las ondas sonoras para
examinar estructuras infernas, durante el embarazo. Puede ser utilizado

para examinar al feto (Germain A, 1992).

Liquido amniético: Liquido contenido alrededor del feto en el saco

gestacional (Germain A, 1992).

Pérdida gestacional total: Incluye los abortos espontdneos antes o
después de un procedimiento de diagndstico prenatal, abortos
terapéuticos, muerte infrauterina después de las 20 semanas de
gestacion y muerte neonatal durante los primeros 28 dias de vida

(Ralston SJ, 2004).

Pseudomosaicismo: Corresponde a una alteracion que se presentaen
los amniocitos en cultivo, es un evento in vitfro y no refleja las

caracteristicas delfeto (Milunsky A, 1998; Hsu L, 1992).

Vellosidad corial: Componente microscopico estructural de la

placenta (Ralston SJ, 2004).
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R e s umen

Las pruebas de tamizaje prenatal comprenden el asesoramiento
preconcepcional, famizaje matemo bioguimico y la ultrasonografia,
ademds de pruebas diagndsticas invasivas como amniocentesis
clasica, temprana y con técnica de filtracion, la biopsia de
vellosidades coriales, biopsia fetaly cordocentesis.

El objetivo principal de este estudio fue analizar comparativamente el
método de amniofiltracion, sus ventajas e inconvenientes en relacion
con los métodos existentes como la biopsia corial y la amniocentesis
precoz sin amniofiltracion. Analizando el tiempo necesario para realizar
cada procedimiento, los fallos en el cultivo, asi como las
complicaciones intraprocedimiento y postprocedimiento de cada
técnica.

En el estudio pariciparon 221 mujeres candidatas a cariotipo fetal. A
310 pacientes se les realizd biopsia corial, a 302 pacientes
amniocentesis precoz con amniofilfracion y a 309 pacientes
amniocentesis precoz convencional sin amniofiltracion. La biopsia
corial se realizd a las 11.09 semanas, la amniocentesis precoz con
amniofiltracion a las 12.48 semanas y la amniocentesis precoz sin
amniofiltracion alas 12.98 semanas en promedio.

Comparativamente, la amniocentesis precoz con amniofiltracion
requir® mayor tiempo de redlizaciéon en relacion a las otras dos

técnicas. De los 921 casos, solo en un 3.4 % se presentaron
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complicaciones clasificadas como leves moderadas y graves; 9 de
ellas en el procedimiento de biopsia corial, 12 durante el
procedimiento de amniocentesis precoz con amniofilracion y 11
durante y post procedimiento de amniocentesis precoz sin
amniofilfracion.

Se presentaron 6 casos de fallo de cultivo para cariotipo en |la biopsia
corial, 2 en la amniocentesis precoz con amniofiltracion y 3 en
amniocentesis precoz sin amniofiltfracion.

A partir de estos resultados se puede concluir que el método de
diagndstico prenatal amniocentesis precoz con amniofiltracion no
conlleva ventaja sobre las técnicas de amniocentesis precoz sin
amniofiltracion y la biopsia corial y que la mayoria de los autores
concuerdan en que existen mayores complicaciones cuando estas
tecnicas se realizan a menor edad gestacional.

NO existen estudios randomizados para la amniocentesis entre |las
semanas 13-15 que demuestren claramente la efectividad de la
amniocentesis temprana y amniofiltfracion, por lo que no se debe de
considerar como un procedimiento seguro en comparacion con la
amniocentesis cldsica y biopsia de vellosidades coriales, ademds que
en la actualidad existen técnicas como la hibridacion in situ con
inmunoflourescencia y reaccidn en cadena de la polimerasa
cuantitativa fluorescente, que brindan un diagnodstico citogenético
mas rapido y seguro de la mayoria de las anormalidades

cromosomicas.
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Summary

The prenatal screening tests consist of assessment before
conception, maternal biochemical screening and a sonogram, in
addition to invasive diagnostic tests such as the classical early
amniocentesis with afiltration technique, a biopsy of the chorionic villi, a
fetal biopsy and chordocentesis.

The main objective of this study was to comparatively analyze the
amniofiltration method, its advantages and disadvantages in relation to
existing methods such as the chorionic biopsy and early amniocentesis
without amniofiltration. The time necessary to carry out each
procedure was analyzed as well as the problems with the culture and all
of the intraprocedural and post-procedural complications of each
technique.

@21 women fetal karyotype candidates participated in the study.
A chorionic biopsy was carried out on 310 patients, 302 patients had
early amniocentesis with amniofiltration and 309 patients had
conventional early amniocentesis without amniofiliration.  On the
average, chorionic biopsies were performed at 11.09 weeks, early
amniocentesis with amniofiltration was performed at 12.48 weeks and
early amniocentesis without amniofiltration was performed at 12.98

weeks.
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Comparatively, the early amniocentesis with amniofiltration
required more time to be performed when compared to the other two
technigues. Of the 921 cases, only 3.4% had complications classified
as slightly moderate to serious, 9 of them occurred with the chorionic
biopsy procedure, 12 during the early amniocentesis with amniofiltration
procedure and 11 during and after the early amniocentesis without
amniofiltration procedure.

6 cases of karytype failures of the cultures occurred with the chorionic
biopsy, 2 with the early amniocentesis with amniofiltration and 3 with
early amniocentesis without amniofiltration.

From these results, it can be concluded that the prenatal diagnostic
method of early amniocentesis with amniofiltration does not provide
any advantage over early amniocentesis fechniques without
amniofiltration or an advantage over the chorionic biopsy. The majority
of authors agree that there are greater complications when these
techniques are carried out during earlier stages of gestation.

There are no random studies for amniocentesis between weeks 13-15
that clearly demonstrate the effectiveness of early amniocentesis and
amniofiltration and for that reason it should not be considered to be a
safe procedure when compared with classic amniocentesis and
biopsies of chorionic villi. In addition, at present techniques exist such as
in situ hybridization with immunofluorescence and a chain reaction of
the quantitative fluorescent polymerase that provide faster and safer

cytogenic diagnosis of the majority of chromosomal abnormalities.
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.-Embriologia

I.1.Embriologia del amnios y de la cavidad amnidtica

Alrededor de dos semanas después de la Ultima menstruacion se inicia
la formacion de la cavidad amnidtica; en el piso de esta cavidad en
formacion, las blastdbmeras del macizo celular interno inician la
formacion del embridn con la aparicidon de dos I[dminas: el epiblasto y
el hipoblasto. Del epiblasto se desprenden los amnioblastos que
migran y delimitan el espacio formado constituyéndose los amniocitos
que dardn origen a la membrana amnidtica la cual formara el liquido

amnidtico (Fig1).

2 Cavidad

LS amnittica
3 :' ¢jﬂ%

Epiblasto

Celoma B gle |
' Sl 6
extraembrionans ———

Figura 1. Esquema de un conceptus Figura 2 .Esquema que representa la
durante la formaciéon de la cavidad vesicula coriénica con un embrion de
amnictica aproximadamente 16 dias

Durante la tercera semana, iniciada la gastrulacion, aparecen el
ectodermo, mesodermo y endodermo. En éste momento el embridn
estd conectado con el tfrofoblasto a fravés de un tallo de conexion, el

primordio del cordon umbilical (Fig 2).
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La membrana amnidtica estd adherida a los bordes del ectodermo
del embrion de tal manera que cuando se inicia el proceso de
plegamiento, los pliegues cefdlico, caudal y laterales jalan la
mMmemibrana amnidtica de tal forma que el amnios envuelve al embrion.

Este proceso se inicia antes de finalizar la tercera semana y termina al

: Cavidad ™
amnictica p

" _:‘_///
\ Celoma
7/ infraembrionaric

principio de la cuartasemana (Fig 3, 4y 5).

,D-,.
Figura 3. llustracion sagital de un Figura 4. llustracion transversal de
embrion. Durante la- gastrulacion. un embrién durante la gastrulacion.
Las flechas indican los pliegues Las flechas indican los pliegues

cefdlico y caudal, esta uiima a laterales.
nivel del pediculo de fijacion.

Figura 5. llustracién de un
conceptus implantado. El emlboridn
ha ferminado el proceso de
plegacion.
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Ala octava semana, la cavidad amnidtica se ha expandido de
tal forma que la membrana amnidtica estd en contacto intimo con el
corion liso originando la membrana amniocoriénica. Durante este
proceso se oblitera la cavidad celdmica extraembrionaria quedando
un remanente a nivel del corddon umbilical, el cual permitird el

crecimiento extraembrionario del intestino delgado (Fig 6).

Decidua

besal Decidua

B

Decidua
capsular

nf i
By
ﬁ(;“"_ f \-’h;nernzgxamim
\# Figura 6. llustracion de la formacion

\ caanueina € [Q MeMIbrana amniocoriénica

A la semana 14 del embarazo, la membrana amniocoridonica se
fusiona con la decidua parietal desapareciendo la decidua capsulary

obliterdndose la cavidad uterina.




ABEL GUZMANTULOPE?ZZ

ll.Liguido amnidtico

La cavidad amnidtica inicialmente contiene fluido producido
por sus paredes celulares, pero la mayor parte procede de la sangre
materna. La confribucion de la orina fetal al liquido amnidtico (LA)
empieza a las 11-12 semanas de embarazo (Langhman J, 1986:

MooreKL, 1999).

Entre las funciones del LA , tenemos que es un medio de
proteccion fetal para las agresiones externas, asi como durante las
confracciones uterinas, mantiene ademdas una temperatura fetal
uniforme, constituye un ambiente Optimo para el crecimiento y
desarrollo fetal, es un medio Util para valorar la salud y la madurez fetal,
siendo ademds un medio para la administracion de medicamentos all
feto, es también un elemento favorecedor de la dilatacion cervical
permitiendo ademads el crecimiento simétrico y movilidad del feto

(Pérez Sanchez A, 1992).
II.1 Composicion del liquido amniético y caracteres fisicos

Al término de la gestacion, la composicion y las caracteristicas
fisicas del LA, se resumen de la siguiente manera de acuerdo a

Germain (1992).
1)Agua: entre el 98 al 99 %

2) Solutos: del 1 al 2 %, por partes iguales orgdnicos e inorgdnicos
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3) Turbidez: aumenta con el tiempo de gestacion

4) Peso Especifico: en promedio 1,0078 g/ml

5) Valor Crioscopico: de alrededorde 0,504 ° C

6) Presion Osmotica: de alrededor de 6,072 atmdsferas a0 °C
7)Gases:pO2=4a43mmHg y pCO2=38a50mmHg

8) pH: desciende de 7.13 antes de las 32 semanas a 7.08 desde esa

edad gestacional (EG) en delante.,
9) Componentes Inorganicos: no varian el Zn, Cu, St, Mn, Fe
10) Componentes Orgdnicos:

a) Proteinas: tienen concentracion 20 a 25 veces menor que en
plasma materno, disminuyendo con la EG. La alfa-feto-proteina,
originada en el higado fetal se relaciona con defectos de

cierre del tubo neural (DCTN).

B) Aminodcidos: su concentracion en el LA es de un 50 a 75%

menor que en plasma materno. Disminuyen conla EG.

c) Componentes nitrogenados no protéicos: urea, acido urico,
creatinina; aumentan con la EG, especialmente por el aporte

urinario fetal.

d) Lipidos: su concentracion en LA varia con la EG. Los lipidos
totales al termino del embarazo oscilan alrededor de 13.61
mMg%. Los lipidos polares representan un 69.50 % de ese totall.

Los fosfolipidos aumentan su concentracion con la EG, siendo su
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origen principalmente pulmonar (surfactante).

e)Carbohidratos: estan presentes, en diferentes
concentraciones, glucosa, sacarosa, arabinosa, fructuosa,
lactosa. La concentracion de glucosa verdadera es menor que
en plasma materno, alcanzando al término 20 mg%
f) Vitaminas: las concentraciones de B-1 y C, son semejantes a

las del plasma materno.

g) Enzimas: de significaciony aplicacion clinica no aclarada. La
acetil-colinesterasa estd relacionada con DCIN. La fosfatasa
alcalinaaumentaconlaEGyenforma patoldégica en las
pacientes pre-ecldmpticas. A una determinada EG, la amilasa,
aumenta en forma brusca después de las 36 semanas, por

madurez fetal.

h) Hormonas: los corticoides, androgenos, progesterona y sus
metabolitos, gonadotropina coridnica, lactégeno placentario,
renina, prostaglandinas, oxitocina. Las hormonas protéicas no
pasan la placenta ni el amnios. Los esteroides puede ser

eliminados porla orina fetal.

i) Citologia: las células del LA proceden del amnios, mucosas y
piel fetal. A las 14 semanas gestacionales, el LA es
practicamente acelular. Entre las 14 y 32 semanas se observa
una escasa celularidad del LA, la gue aumenta bruscamente

apartirdelas 37 semanas.
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En el LA pueden encontrarse células del amnios, piel, vias
geniturinarias, aparato respiratorio,  fubo digestivo y en general

todas presentardn el mismo cariotipo (Barch MJ, 1991).

Las dos fuentes primarias de liquido amnidtico son la orina fetal y
el liquido pulmonar, con una contribucion peguena adicional por
secrecion de las cavidades buconasales. Las dos principales vias de
eliminacion de liguido amnidtico son la deglucion fetal y la absorcion

haciala sangre porriego de la cara fetal de la placenta.

1.2 Valoracién del liquido amnidtico

Valoracion subjefiva; este método, en el que se comparan
subjetivamente la cantidad relativa de zonas de liquido sin ecos con el
espacio ocupado por el feto y la placenta es simple y rdpido. Sin
embargo, se requiere un observador muy entrenado para lograr
resultados reproducibles, y la falta de un resultado numeérico para
senalartfendencias constituye una desventaja significativa.

Cumulo vertical maximo: en esta tecnica se mide el cimulo de liquido
amnidtico aislado mas amplio. Se define oligohidramnios como la
ausencia de un cumulo de liguido amnidtico de almenos 1 cm vy el
polihidramnios corresponde a cualquier cumulo mayor de 8 cm. Esta
escala, que se ha adoptado ampliamente, tiene las desventajas de ser
un resulfado semicuantitativo y una potencia predictiva razonable

para mal prondstico gestacional.
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Indice de liquido amnidtico (ILA):; este método implica sumar los
cumulos verticales maximos en cada uno de los cuatro cuadrantes del
Utero. Dada la convenienciay reproducibilidad de este procedimiento,
las circunstancias en que se incluye en las valoraciones
ultrasonogrdaficas y biofisicas fetales han aumentado

significativamente (MooreT, 1997).
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lIl. Tamizaje ydiagnodstico prenatal

lll.1 Intfroduccién

Gracias a los diferentes métodos de tamizaje y diagndstico
prenatal, las parejas cuentan con multiples opciones terapéuticas con
respecto a su embarazo y pueden decidir si continian o no con él
(Kaback MM, 1993). Actuaimente el numero de infantes con
malformaciones genéticas ha disminuido gracias a la incorporacion
de programas de diagndstico prenatal; tal es el ejemplo de la
enfermedad de Tay-Sachs, cuya incidencia ha disminuido hasta un

90% en paises como Estados Unidosy Canadd (Kaback MM, 1993).

Mds aun, hoy en dia contamos con programas de diagnodstico
prenatal mas especificos y no invasivos, por lo que se ha disminuido el
porcentaje de procedimientos como |la amniocentesis, necesaria
para el diagndstico de anomalias congenitas; esto debido al uso de
protocolos de tamizaje bioquimico o evaluaciones ultrasonogrdficas

(DeVore GR, 2001; Haddow JE, 1994).

Las pruebas de tamizaje prenatal comprenden el
asesoramiento preconcepcional, famizaje materno biogquimico y la
ultrasonografia. Ademas se cuenta con pruebas diagndsticas invasivas
tales como: amniocentesis clasica, temprana y con técnica de
filtracion, la  biopsia de vellocidades coriales, biopsia fetal y

cordocentesis.
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Gracias al advenimiento de nuevas técnicas de diagndstico
molecular citogenético, se cuenta con opciones como (hibridacion in
situ por fluorescencia (FISH), y reaccion de la cadena de la polimerasa

con cuantificacion de fluorescencia (QF-PCR).
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lll.2. Asesoramiento preconcepcional.

Actualmente las parejas que estdn considerando el embarazo,
tienen la oportunidad de discutir con el obstetra acerca de los riesgos
potenciales que conlleva un embarazo, y asi mismo conocer sus

manejosy complicaciones.
Uno de los grandes avances en el asesoramiento

preconcepcional es el uso de dacido folico para la disminucion de
defectos en el tubo neural (DCTN) administrando una dosis de 0.4 mg
diarios. Tal medida ha demostrado disminuir en un 50% (Czezel AE,
1992) defectos como espina bifida y anencefalia , incluso hasta en un

71% (MRC vitamin study research group, 1991).
Oftro de los criterios importantes en el asesoriamiento preconcepcional,

es el grupo étnico de la pareja, ya que algunos padecimientos
geneticos, particulamente los autosémicos recesivos, estan ligados a
grupos étnicos especificos. Por ejemplo, los hispanos fienen una
incidencia de fibrosis quistica de 1:9000 o de anemia de células

falciformes conunaincidenciade 1:576 (Gregg AR, 2002).
Ademds en el asesoramiento preconcepcional, los

antecedentes familiares son de suma importancia para determinar
factores de riesgo como abortos de repeticion, dbitos asi como
malformaciones fetales que nos orienten a desdrdenes genéticos

(BennettRL, 1999).
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lll.3. Tamizaje bioquimico materno

El concepto de tamizaje bioguimico, fue implementado en la
década de los 70 con la determinacion de alfa feto proteina para el
cdlculo de riesgo de DCIN. Actualmente el Sindrome de Down es la
anormalidad cromosdmica mas frecuente y desde 1894, Merkatz
reportd la asociacion de bajos niveles de AFP con esta anormalidad
cromosdmica. Esto hizo posible la implementacion de tamizaje
bioguimico para la deteccidon de anormalidades especiaimente en

pacientes de bajo riesgo.
El grado de deteccion para anormalidades cromosomicas se

hace aun mayor con la infroduccion de nuevos analitos sericos como
la determinacion de hormona gonadotréopica humana (hGC) y estriol
no conjugado, logrando con esto un rango de deteccion para
Sindrome de Down hasta de un 65% (Wald MJ, 1988). Un cuarto analito
es la inhibina A (INH-A) el cual incrementa el rango hasta en un 75%.
(Wald NJ, 1996). Ademds de la determinacion para Sindrome de Down,
esto a contribuido con la determinacion de ofras anormalidades
cromosdmicas como son la frisomia 18, en la cual se encuentran
disminuidos los niveles de hGC e INH-A (Canick JA, 1990). Una
determinacion de riesgo mayor de 1:270 se considera como prueba
de tamizaje positiva, por lo que se deberd considerar una prueba

diagndstica de confirmacion.
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Otras publicaciones bibliograficas sugieren la asociacion de
estos analitos con ofras malformaciones cromosdmicas tales como
Sindrome de Tumer ( Lambert-Messerlian GM, 1998), y ofras triploidias
(Benn PA, 2001). Existen reportes en la literatura donde se relacionan
niveles bajos de estriol no conjugado con el Sindrome de Smith-Lemli-

Optiz (Bradley LA, 1999).
Comunmente el triple y cuddruple marcador sérico se ofrecen

de forma rutinaria a todas las pacientes de bajo riesgo entre las
semanas 15y 22 de gestacion (Benn PA; 2002), aungue su uso se ha

extendido a embarazos mds tempranos.
Con respecto a tamizaje del primer frimestre, actualmente se

ofrecen marcadores mas tempranos que le brindan a la pareja mads
opciones incluyendo la de la terminacion del embarazo (Wapner R,
2003), teniendo como gran desventaja la imposibilidad de valorar los

DCITN.
Entre los marcadores bioguimicos que se ofrecen en embarazos

del primer trimestre tfenemos a dos grandes marcadores, el primero
llamado proteina plasmdatica asociada al embarazo (PAPP-A) y como
segundo marcador a la fraccion libre de la hormona gonadotropica

humana (BhGC).
Se ha demostrado que los niveles de PAPP-A son menores en

madres con anormalidades fetales como Sindrome de Down hasta en

un 5% cuando la edad materna es avanzada (Benn PA, 2002).
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La concentracion de hormona gonadotropica humana esta
elevada en embarazos del primer y segundo frimestre complicados
con Sindrome de Down con una tasa de estimacion hasta del 45% si la
edad materna es avanzada. (Cuckle HS, 1999). Cuando estos tres
marcadores (PAPP-A, hGC y edad matema) estdn presentes el rango

de deteccion es de hasta el 65% (Benn PA, 2002).

ll.4. Ulirasonografia

El uso de ultrasonografia dirigida, tambien llamada de |l nivel,
permite identificar anormalidades en el crecimiento fetal y
anormlidades cromosémicas tales como trisomias 13, 18 o Sindrome
de Tumner (Ville YG, 1998). A pesar de las implicaciones clinicas que
conlleva una anormalidad fetal, se requiere del cariotipo fetal para
determinar su prondstico asi como las opciones terapéuticas y cdiculo
de riesgo. Para tal fin se ofrecen de forma habitual procedimientos

invasivos como la amniocentesis.
En la actualidad existen marcadores ultrasonograficos como la

longitud femoral, humeral, ecogenecidad del foco intracardiaco,
ecogenecidad intestinal, pieloectasias renales e incremento en la
franslucencia nucal. Dichos marcadores carecen de consecuencias
clinicas adversas, sin embargo se han relacionado con anormalidades

cromosomicas (Nyberg DA, 2001).
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Estudios han demostrado que la ulfrasonografia de segundo
nivel detecta anormalidades hasta de 25% en fetos con Sindrome de
Down, incrementdndose hasta en un 50% cuando se evalian de

forma sistemica otros marcadores (Nyberg DA, 2001).
Uno de los marcadores ulirasonogrdficos del primer frimestre

mMas comprometedores es la tfranslucencia nucal (TN), que consiste en
la medicién de la coleccion liquida localizada detrds del cuello fetal.
Unincremento en la medida estdndar se asocia en gran medida con
anormalidades genéticas como el Sindrome de Down (Nicolaides KH,
1992), frisomia 13, 18, Sindrome de Tunery otras triploidias (Snijders RJIM,
1998). De igualforma, unadisminucionen laTN se ha asociado auna
gran variedad de sindromes genéticos y anormalidades cardiacas
(Nicolaides KH, 1999). Para poder establecer el estdndar de la TN, la
medida de corte se establece para la edad gestacional especifica

(Pandya PP, 1995).
A pesar de todo lo anterior, la ultrasonografia tiene sus

limitaciones, tales como que la mayoria de los estudios de
investigacion estan basados en poblacidnes de alto riesgo por lo que
falta interpretar estos mismos marcadores en poblaciones de bajo
riesgo, dado que falsos positivos podrian provocar ansiedad a la pareja
por la necesidad de estudios diagnosticos invasivos. Por 1o tanto se
requiere determinar el valor predictivo de estos marcadores

ultrasonograficos (Nyberg DA, 1995).
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El tamizaje de anormalidades fetales del primer trimestre se
puede mejorar con la combinacidn de marcadores sericos y
ecogrdficos tales como TN (Nicolaides KH, 2003), logrando con esto

unatasa de diagnostico prenatal de hasta el 90% (OrlandiF, 1997).
Gracias a todos estos avances con respecto a marcadores

biogquimicos y ecogrdficos, es posible ofrecer a toda la poblacion de
ajo riesgo pruebas de tamizaje mas seguras y certeras, reduciendo
de esta manera el nimero de pacientes que requieren de métodos de
diagndstico invasivos, sin contar la ansiedad por una probable pérdida

gestacional.
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lIl.5. Pruebas diagnésticas invasivas

El diagndstico prenatal se ha convertido en una parte
importante de la consejeria genética. La primer amniocentesis con
fines terapéuticos fue realizada en 1930 por Menes y col. con el
proposito de fratar a una paciente con polihidramnios. En los anos
cincuenta se realizd con propdsitos geneticos por Serry colegas (1955).
Fuchs y Riis (1956) reportaron por primera vez el sexo de forma
antenatal, pero no fue hasta 1966 cuando Steele y Berg analizaron las
células de liquido amnidtico para efectuar cariotipos diagnodsticos. En
1968, Valenti y Nadler recomendaron el diagndstico prenatal para el
diagndstico de Sindrome de Down, la galactosemia y la
mucopolisacaridosis, a partir de la practica de la amniocentesis
fransabdominal (Dexeus S 1989, Fuente-Pérez P 1984, Bonilla MF, 1983).
Es desde entonces que la técnica ha convertido en el pilar
fundamental en el diagndstico prenatal de alteraciones

cromosomicas, bioquimicas y/o enzimdaticas.
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Actualmente la amniocentesis es la técnica mds utilizada en
diagndstico prenatal (Reece EA, 1997), para la deteccion de
anormalidades cromosomicas y geneticas, ofreciendo asi a familias
un examen prenatal de su embarazo (Himes P, 1999) siendo esta una
decision de pareja en un 64.7%, concentrdndose su angustia en los

danos fetales, abortoy la espera (Cederholm M, 1999)

La amniocentesis fue realizada en un principio como un
procedimiento a ciegas cuyo sitio de insercion de la aguja era
determinado por palpaciéon (Harison R, 1975). Con el advenimiento
de la ultrasonografia de tiempo real, varios autores han reportado una
disminucion de amniocentesis no exitosa, asi como el nimero de
punciones necesarias para llevarla cabo (Crandon AJ,1979; Romero
R,1985).

En 1985, Lenke reportd la ventaja de la técnica de mano libre
con un solo operador para el monitoreo ultrasonogrdfico durante la
amniocentesis. Esta técnica es ahora ampliamente utilizada para

procedimientos invasivos diagnosticos y terapeuticos.

Desde la infroduccion de la amniocentesis como técnica de
obtencidn de material para estudio del cariofipo fetal, esta se ha
practicado clasicamente entre las 15 y las 17 semanas de gestacion

(Reece A, 1997), convirtiendose en el modelo de referencia para
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comparar técnicas dirigidas a obtener tejido fetal para diagndstico
prenatal. La amplia experiencia de que se dispone sobre la
amniocentesis avala su fiabilidad y seguridad. Ademads, su relatfiva
facilidad técnica la convierte en el método mds accesible para los
centros de asistencia no pertenecientes a tercer nivel. Las expectativas
del publico general avanzan al mismo ritmo que el conocimiento

cientifico y meédico.

Los avances en biologia molecular, ecografia, acceso precoz al
saco gestacional y diagndstico prenatal han ayudado tanto a

conducircomo areunir dichas expectativas.

Dentro de este contexto, la amniocentesis del segundo frimestre
continda siendo el procedimiento invasivo mas seguro, reportandose
un riesgo de pérdida fetal no mayor al 1% en embarazos Unicos,
(Tongsong 1998; McGowan KW, 1991). En embarazos gemelares hay
estudios que reportan un éxito de la técnica del 93% con un riesgo de
pérdida fetal de 1.2% (Pijpers L, 1988), sin embargo si se efectia en un
medio hospitalario de tercer nivel, la incidencia de complicaciones

disminuye hasta un 0.22% (Nassar A, 2000).

La biopsia corial (BVC) y la amniocentesis precoz (AP) como
procedimientos diagndsticos mas tempranos, estan asociadas con un
riesgo mas alto de pérdida gestacional subsiguiente (Jauniaux E, 1992;

Nicolaides H, 1994, SundbergK, 1997).
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Pero hay oftros factores que deben tenerse en cuenta. Existe 10 veces
Mas riesgo de mosaicismos en la BVC cuando se compara con la
amniocentesis y ello obliga a la realizacion de un mayor nimero de
técnicas invasivas de confiimacion en el grupo de pacientes

sometidas a AP (SundbergK, 1997).

En la casi obsesiva polémica centrada en la readlizacion de
amniocentesis o biopsia corial para diagnostico citogenético precoz,
la uUltima revision efectuada por Cochrane Database System Review
(Alfirevic Z, 2000) incluyd tres estudios. El fallo de obtencion de muestra
fue del 4.0% en la amniocentesis precoz comparada con el 2% en el
grupo de biopsia corial (riesgo relativo 0.23, IC del 95% 0,08 a 0,65). En
consecuencia necesitaron un segundo procedimiento de diagndstico
prenataly mas muijeres en el grupo de BVC (riesgo relativo 0.43, IC 95%
0.21-0.88).

No hubo diferencias estadisticamente significativas en los fallos de
laboratorio 0 en el nimero de mujeres con fetos portadores de
anomalias cromosémicas. Hubo mas abortos espontdneos tras la ATy
no hubo diferencias en la incidencia de distrés respiratorio neonatal y
anomalias en los recién nacidos. La incidencia de deformidades
fetales fue mayor en el grupo con amniocentesis precoz mientras que
los hemangiomas fueron mas frecuentes en el grupo con biopsia
corial.

Los autores concluyeron que debia sopesarse la aplicacion de la AT por
su mayor riesgo de deformidades fetales frente a la presencia de mas

hemangiomas en el grupo con BVC transabbdominal.
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La BVC ha sido estudiada por diferentes autores. El mayor estudio fué el
realizado por Canadian Collaborative CVS-Amniocentesis Clinical Trial
Group en 1989. El resultado indicd que si hay un riesgo incrementado
de aborto asociado a la BVC. La magnitud de este riesgo aumentado
no puede ser mayor al 2.7%, los hallazgos referentes a la asociacion
de la biopsia corial con anomalias por reduccion en las extremidades

pusieron en duda su relativa seguridad (Fith HY, 1991a; Hsieh EJ, 1995).

La amniocentesis precoz o temprana (AT) se propuso como posibilidad
casi almismo fiempo en que la amniocentesis de segundo trimestre se

generalizaba como técnica de diagndstico prenatal (Watchel E, 1969).

Existen reportes de 1978-79 donde se analizaron mas de 1000 AT en
embarazos simples, dénde el indice de aborto espontdneo fue de
1.7%, con una precision en el diagnostico del 100% (Henrion R, 1978;
Henrion R, 1979). En la década de los 90 se apuntd como una técnica
que podia reunir los mejores criterios de seguridad, fiabilidad vy
ejecutabilidad. Los estudios preliminares sugirieron que la fiabilidad de
la AT era similar a la de la amniocentesis del primer trimestre (Penso CA,
1990; Hanson FW, 1992), sin embargo hay autores que hacen mencion
de que la AT es una técnica no inocua pero deberd considerarse
unicamente en pacientes con indicacion precisa (Gardella C, 1986).
Otros autores refieren que la extraccion de grandes cantidades de
liquido amnidtico en amniocentesis tempranas provocan el mal

desarrollo de los pulmones fetales, de las extremidades, posiblemente
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contribuyan a los abortos y anormalidades congeénitas relacionadas

con el procedimiento (Tharmaratnan 5,1998).

Existen situaciones predictivas de complicaciones. Por ejemplo, se
menciona gque el llevar a cabo la amniocentesis antes de la semana
13 de gestacion es el mayor factor predictor de complicaciones

(Winsor EJ, 1999).

Por otra parte la AT tiene dos graves problemas: hasta la fecha hay
pocos estudios que se dirjan adecuadamente a la cuestion critica de
la seguridad de la AT con respecto ala AC que es el estandar de oro en
diagndstico prenatal y ademdas, el estudio de los amniocitos sigue
precisando de un cultivo previo con lo cual el resultado citogenético se

obtiene alas 3 semanas de haber realizado el procedimiento.

Sundberg y Smidt-Jensen describieron en 1991-1992 una
amniocentesis modificada en la que el liguido amnidtico se aspiraba a
traveés de un filtro que retenia a los amniocitos. El liquido aspirado se
reinstalaba después en la cavidad amnidticay con ello se obteniauna
cantidad de células muy superior a la amniocentesis convencional
(Sundberg K, 1995q). Este estudio se realizd en 30 pacientes entre las
13-19 semanas de gestacion y la cantidad de liquido extraido fue de
16 ml, 7 ml para control, 7 ml que se pierden en el espacio muerto del

sistema de filtraciony 2 ml para la medicion de AFP

En estudios subsecuentes han readlizado amniofilfraciones




ABEL GUZMANTULOPE?ZZ

removiendo asi menor cantidad de liquido amnidtico y reportando
bajos fallos en cultivo en comparacion con BVC y AT (Sundberg K,

1994; SundbergK, 1996; SundbergK, 1999).

Otros estudios especializados que brindan informacion de ceélulas
fetales son la cordocentesis y la biopsia fetal (BF), pero estan restringidas
a condiciones especiales y fienen un mayor riesgo de pérdida fetal

comparado conlaamniocentesis o biopsia corial.

La cordocentesis, realizada exitosamente por primera vez por Daffos en
1983, se utiliza principalmente en alteraciones fetales hematoldgicas o
para obtener un cariotipo fetal rdpido cuando la edad gestacional se
acerca a la permitida para interrupcion del embarazo en los paises en

los cuales es permitido (Rudigoz DC, 1990).

La biopsia fetal estd indicada principaimente para ciertos defectos
geneéticos de piel, como la epidermidlisis bullosa. Anteriormente se
utilizaba la biopsia de higado fetal para diagnosticar la deficiencia de
omitina transcarbamilasa y se ha utilizado la biopsia de musculo fetal
para el diagndstico de la distrofia muscular de Duchenne y algunas
alteraciones mitocondriales. Es dificil determinar la seguridad y certeza
de la biopsia fetal debido a que la experiencia con este procedimiento

eslimitada (Dalton ME, 1993).
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111.5.1 INDICACIONES

El diagnostico prenatal de cromosomopatias debe formar parte del
cuidado prenatal en los siguientes grupos de muijeres: (Guizar J, 1994;

GersenSL, 1999)

1. Edad materna avanzada (35 anos 0 mas)

2. Alguno de los miembros de la pareja portadores de rearreglo

cromosomico
3. Antecedente de hijo previo con cromosomopatia

4. Estudios sugestivos de feto con cromosomopatia (TMS,

ultrasonido)
5. Doble o triple marcador positivo (Writters 1, 2002)

6. Translucencia nucal ecogrdfica mayor o igual de 3mm

(Salvensen DR, 1995)

Existen ofras indicaciones relativas del estudio, como consanguinidad,
angustia materna, entre otras, por o que cada caso debe ser

evaluado en forma especifica.
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I1l. 6. Amniocentesiscldsica

La amniocentesis del segundo tfrimestre realizada después de
las 15 semanas de embarazo ha sido utilizada por mds de 25 anos

constituyendo la piedra angular del diagnostico prenatal invasivo.

Actualmente este procedimiento presenta pocas complicaciones
gracias al advenimiento de la ultrasonografia, pero adn no se ha
logrado que sea inocuaq, siendo las complicaciones mas frecuentes la
ruptura de membranas, infeccion, sangrado vaginal, isoinmunizacion
Rh y frauma fetal, calculdndose el riesgo de pérdida fetal de

aproximadamente un 0.5 a 1% (Tabor A, 1986).
TECNICA

La amniocentesis clasica o del segundo trimestre se efectia posterior
a una fetometria ultrasonogrdafica, y siempre usando ultrasonografia
tiempo real ya que es asi que serd determinado el sitio placentario
(Lynch L, 1992). Dicho sitio deberd contar con una adecuada bolsa de
liquido amnidtico, sin partes fetales ni corddn umbilical, evitando
puncionar el sitio de insercion del corddn umbilical por la posibilidad de
puncion de algun seno venoso. Previo protocolo de asepsia del dreq,
con la colocacion de campos estériles adecuados, se coloca
protector estéril en el fransductor del ecografo, se coloca gel estéril
sobre el drea a puncionar, utilizando una aguja espinal o epidural de

20-22 g, la cual se intfroduce a traves de la pared abdominal y utering,
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se retira el estilete y se procede a obtener el LA, La cantidad de LA
oscilard entre los 20-30 mm o se calcula a T ml por semana de
gestacion. Se tira el primer cc de LA para evitar contfaminacion con
células matemas, asi como el LA con tinfe hemdtico. Una vez
efectuado el procedimiento se deberd verificar la vitalidad fetal. Se
recomienda no puncionar mds de dos ocasiones para evitar

incrementar la posibilidad de aborto espontdneo (Fig 8).

Pared abdominal

Placenta

Cérvix

Figura 8. Amniocentesis fransalbbdominal. Obtencién de LA para su estudio
citogenético o bioguimico




ABEL GUZMANTULOPE?ZZ

lll.7. Amniocentesis tfransplacentaria

Existe evidencia de que la posibilidad de aborto espontdneo
posterior a una amniocentesis transplacentaria es alta (Harrison R, 1975;
Hess LW, 1986; Karp LE, 1997), sin embargo existen reportes donde se
concluye gue la localizacion placentaria no se encuentra asociada all
aborto espontaneo (Crane JR 1984). Existen ademds estudios que
concluyen gue la amniocentesis con puncion fransplacentaria tiene la
misma incidencia de complicaciones que la no placentaria, sin
embargo es mas frecuente el goteo sanguineo (Bloody taps) (Bravo RR,
1995). Existe una rara complicacion reportada de exsanguinacion con
muerte fetal posterior a la puncidon de un hematoma subcoridnico o de

unalaguna vascular placentaria (Young PE, 1997).

lll.8. Complicaciones

Entre las complicaciones posteriores al procedimiento tenemos |a
salida de liquido fransvaginal, sangrado o goteo fransvaginal y
confracciones uterinas, las cuales son generaimente fransitorias y
autolimitadas (Lele AS, 1982). Aproximadamente en el 1 a 2% persiste
la salida de liquido transvaginal posterior a la puncion (Tabor A, 1986),
sin embargo hay casos reportados de la persistencia de la pérdida
fransvaginal durante todo el embarazo. La infeccion del amnios se

presentaen 1 de cada 1000 procedimientos (Murken JA, 1979).




ABEL GUZMANTULOPE?ZZ

En relacion a la AT, las complicaciones menores son sangrado, salida
de liquido transvaginal, cdlicos, infeccion uterina (Penso CA, 1990) y
hematomas en el amnios (Diaz-Vega M,1996), las cuales no se

relacionan con el aborto espontdneo (Tharmaratnam S, 1998).

En cuanto al seguimiento a largo plazo, Baird y col. (1994) efectuaron
un estudio donde analizaron 1631 nacidos de madres con el
antecedente de amniocentesis clasica no enconfrando diferencia
con el grupo control. Sin embargo no se cuenta con informacion de
seguimiento de pacientes de madres con el antecedente de AT (Penso

CA, 1990

Blumfieldy col. (1996) encontraron que la salida de liquido o sangrado
tfransvaginal ocurria mas frecuentemente en pacientes con AT que en
la clasicay con un mayor numero de péerdidas gestacionales (2.2% vs
0.2%). por lo que concluyeron en su tfrabajo que la amniocentesis
temprana tiene mayor nimero de complicaciones que la AC. Sin
embargo, suincidencia puede variar de 0% (Assel BG, 1992)a 2.7%
(Smidt-JensenS, 1992)

En cuanto a la eficiencia citogenética en la AT, Eiben y col. (1994)
reportaron un estudio donde analizaron 1554 muestras de LA obtenidas
con Al, encontrando un reporte exitoso del cariotipo en un 99.7%, con
un tfiempo medio de 14.5 dias, reportando solo un pseudomaosaicismo.
Ademds hay evidencia bibliografica de que no existe diferencia

significativa con respecto a su eficiencia, pseudomosaicismos o
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contaminacion celular materna en la AT y AC, con un reporte de
eficienciaen el cultivo de LAde un 99.3% (Penso CA, 1990).

Entre los factores predictivos para dificultad técnica tenemos Utero en
retroversoflexion,sangrado pre-amniocentesis, fibrosis, tecnica
transvesical, técnica fransplacentaria, indice de masa corporal alto,
oligohidramnios, arrastramiento de la membrana amnidtica,
hipertertension materna y con cierta incertidumibre la paridad de la
paciente que cuando es mayor, aumenta la posibilidad de pérdida
fetal. Para cuestiones prdacticas, dentro de los factores relacionados de
forma directa con la pedida fetal fenemos al sangrado y salida de
liquido fransvaginal (Johnson JM, 1999).

Eiben en 1997(c) determind que la tasa de aborto después de la
semana 28 de gestacion en pacientes sometidas a AT y AC no
representaba diferencia significativa (2% vy 1.3% respectivamente) por
lo que concluyd que la AT es un método seguro, altemnativo alaBVCyla

AC.
En este mismno ano Cederholm, publica los resultados de 147 mujeres

con AT y de 174 BVC, encontrando una alta incidencia de abortos
espontaneos de un 6.8% en el grupo de ATy de 1.7% para el grupo de
BVC. Ademds encontré que en el grupo de muijeres sometidas a AT, el
fallo en el cultivo representd el 19% de las muestras, mientras que en la
BVC fueé de 5.2%, concluyendo en este estudio prospectivo que tanto
en la AT y BVC la incidencia de aborto espontdneo es alta y que la

necesidad de repetir el examen es alta sobre todo en el grupo de AT
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Sinembargo, hay estudios prospectivos donde concluyen que la AT es
un procedimientos seguro y alternativo a la BVC para ofrecerle a la
paciente un diagnodstico prenatal (Daniel A, 1998), ademas de contar
actualmente con técnicas citogeneticas avanzadas dénde podemos
efectuar un andlisis para la deteccion de ciertas aneuploidias con
técnicas tales como FISH (hibridacion in situ con fluorescencia) y QF-
PCR (Fluorescencia cuantitativa con reaccion de cadena de

polimerasa) de forma répida (Miny B 2002).
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I1l. 9. Amniocentésis precozotemprana

La amniocentesis temprana tiene la gran ventaja de ofrecer de una
forma mas temprana y exacta el diagnodstico prenatal tanto de
anormalidades cromosdmicas, bioguimicas y de defecto del tubo
neural (Hanson FW, 1992), asi como para la deteccion de
toxoplasmosis congeénita (Foulon W, 1990), ofreciendo la oportunidad
de inducir el aborto de una forma mas segura reduciendo asi el frauma
social y psicoldgico (Ledbetter DH, 1990; Hanson FW, 1992; Nevin J,
1990, Bakharev VA, 1991). Dada la gran cantidad de LA que se
requiere para un estudio citogenético adecuado, el desarrollo
pulmonar y de extremidades se vé comprometido (Hislop A, 1992), sin
embargo existe evidencia de gue una menor canfidad de LA (7cc)es
efectiva y segura para un adecuado estudio citogenético
(Tharmaratnam S, 1998), lo que representa una buena altenativa a la
BVC (Rebello MT, 1991; Rooney DE, 1989; Viscarello RR, 1991;
Benacerraf BR, 1988). La AT de las semanas 10 ala 12, se compara en
cuanto a seguridad, complicaciones, péerdidas fetales con el mismo

exito de diagnostico citogenetico que la AC (Diaz-Vega M, 1996).

Debido a las limitaciones de la biopsia corial, la amniocentesis
redlizada antes de la semana 15 de gestacion ha fomado
progresivamente una mayor importancia como técnica de obtencion
de material fetal para estudio citogenético. Es por esto que algunos
autores la consideran como el estudio clave entre la AC y BVC (Lindner

C. 1990).
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Ademds esta se realiza en épocas precoces de la gestacion siendo
una técnica facil evitando asi algunas de las dificultades diagndsticas

inherentes a la biopsia corial .

En los ultimos anos se ha discutido a nivel internacional sobre las
ventajas e inconvenientes de la amniocentesis precoz (Djalali M, 1992,
Nicolaides KH, 1994; Eiben B, 1997q; Eiben B, 1997b, Farrdn |, 1993;
Winsor EJ, 1999). Para algunos de ellos, la amniocentesis precoz es una
técnica con grandes posibilidades como método de obtencion de
tejido fetal para el estudio del cariofipo en amplios grupos de
poblacién porque la simplicidad de la técnica, aunada a su
precocidad en el tiempo de gestacion la hace preferible a la
amniocentesis cldsica. Para otros, la amniocentesis precoz es
inadmisible ya que representa mayor riesgo para el feto que la

amniocentesis cldsica o la biopsia corial.

Las diferencias en el material empleado, calibre de las aguijas, y
en el procedimiento seguido, asi como en el reposo postpuncion,
hacen que los resultados de los diversos grupos de frabajo no sean

equiparables.

En la experiencia de Bombard (1992), Fardn (1993), Yang
(1993), Eiben (1993), Gabriel (1993), la amniocentesis precoz es un
procedimiento que puede reunir buenos criterios de seguridad,
fiabilidad y ejecutabilidad. Cuando se frata de estudiar un cariotipo de

ruting, los citogenetistas prefieren el liquido amnidtico.
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Shulman en 1994, efectud un estudio comparativo de 250 pacientes
que dividié en dos grupos, los cuales fueron estudiados con BVC y AT.
A través de esto se observd que existe mayor posibilidad de aborto
espontaneo en el grupo de pacientes sometidas a AT que en el grupo
de BVC, porlo gue concluye que la AT no puede sertomada en cuenta
como una herramienta de DP temprano, sugiriendo que solo un
estudio randomizado de cohorte podrd valorar y determinar |a

seguridad del procedimiento.
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111.9.1 Amniocitos en amniocentesis precoz

La amniocentesis precoz a las 12 semanas proporciona suficiente
material como para obtener un resultado citogenético ya que en este
periodo de la gestacion hay una proporcion mayor de células viables
que a las 16 semanas (Farrdn, | 1997). Por la necesidad de extraer
menor cantidad de liguido amnidtico en épocas tempranas de la
gestacion y éste ser mds pobre en céelulas, se necesita de un periodo
de tiempo de cultivo mds largo para el sacrificio de las colonias y se
presenta un mayor indice de fallos de cultivo que el descrito para las
amniocentesis realizadas entre las 15 y las 17 semanas. De hecho, |os
estudios realizados por Djalali (1992) demuestran que solo a partir de las
12 semanas se obtiene un nimero adecuado de células para poder
asegurar que se obtendrd un resulfado citogenetico fiable.
Efectivamente, empleando los criterios de "nimero de colonias" vy
"duracion del cultivo hasta el sacrificio” las muestras culfivadas alas 13
y 14 semanas no difirieron de las conseguidas alas 15y 16 semanas
respectivamente, aunque algunas de las muestras obtenidas alas 13

semanas mostraron cierto retraso en el tiempo de culfivo.

La amniocentésis cldsica se realiza entre las 15y 17 semanas de
gestacion, momento en que el nimero de células es muy superior
pero en gque la proporcion de células viables no ha aumentado en

relacion directa con el nimero total de células.
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A continuacion la tabla 1 describe brevemente las diferencias
importantes entre los métodos invasivos de DP. AM y AC segun
Reece EA (1997).

Tabla 1. Diferencias entre la amniocentesis temprana y cldsica

Amniocentesis temprana Amniocentesis cldsica

® 2.0 - 3.0%. ® 0.5%
o 2.3% (Penso CA, 1990)

4% de abortos (Sundberg
© K, 1995b)

@ Técnica mas facil que la @® Técnica mas facil que la
BVC AT

o Resultados mas rapidos Menor hempo_ de 9ult|vo
Menos complicaciones

Complicaciones

Ventajas

Menor nimero de que la AT

complicaciones postaborto

@ Mayor tiempo de cultivo @ Tiempo de espera mayor
Mayor nimero de para resultados
mosaicismos o Alto nimero de

® Mayor nimero de complicaciones postaborto
complicaciones

L respiratorias y 6seas

Desventajas




ABEL GUZMANTULOPE?ZZ

A continuacion la tabla 2 describe brevemente las diferencias
importantes entre los diferentes trabajos publicados en relacion a
la amniocentesis temprana

Tabla 2. Revision bibliografica comparativa sobre amniocentesis
temprana

Autor Edad [Tamafodela] Fallaenla [Puncion trans- Seguimiento [ Pérdida
gestacional | Aguja(G) | foma(%) | placentaria (%) gestacional

CIDIRINEIEN A ERTS
| sonton 17 | SN0 NETN TN O O 0
| eeoce, 15 (200 N T O OO D
D) (0 7 T B T (T
. A 0 T I T R T
CEXEl v e g w) )
M) 70 0 ) (R (R
. EXIERE RN RS

| votet 1 | IO BT D 0 D
| tonen, 1572 |0 T N O W D

CIDCIEIEEIEREDES
CCDEIEDEEER NS
H O ERERER KD

* valor no disponible
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I11.10. Malformacionescongénitaso
disfuncionesanatémicastrasla ATy BVC

Se ha sospechado pero no comprobado la presencia de
malformaciones congénitas fras la amniocentesis y biopsia de
vellosidades coriales, a pesar de que existen estudios experimentales
con animales que apoyan la pérdida de LA fras la amniocentesis
temprana como causa de las complicaciones pulmonares (Hislop A,

1992, Yuksel B, 1997).

Milner (1992), reportd el seguimiento inmediato de 39 recién
nacidos sometidos a amniocentesis y 1os compard con un grupo
confrol de 43 recien nacidos de las mismas caracteristicas sin el
antecedente de amniocentesis, Nno enconfrando diferencia
significativa en cuanto a edad gestacional, peso, volumen de gas

respiratorioy capacidad vital de llorar.

Thompson y col. (1991) compararon la funcion pulmonar
neonatal despues de amniocentesis y BVC del primer trimestre,
midiendo las capacidades funcionales residuales en neonatos de 2 a
8 semanas no encontrando diferencia significativa, 1o que sugiere que
la amniocentesis y Ia BVC en el primer frimestre no tienen efecto en el
crecimiento pulmonar pero no se ha concluido que estos
procedimientos no tengan efecto y consecuencias en el desarrollo

pulmonar.
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Existe un estudio prospectivo de 1994 del grupo de Calhoun en
el que se reportd un 20% de complicaciones pulmonares tras la
amniocentesis temprana y cldsica, entre las cuales se encontraron

congestion cronica, asmay bronquiolitis.

La incidencia reportada de dificultades respiratorias tras Ia AT en

recien nacidos atéerminoesdel 1% (Henry GP 1992).

En cuanto a la Al, hasta la fecha no se cuenta con estudios
randomizados dénde se analicen sus complicaciones y efectos a
largo plazo. Rousseau y col. (1995) efectuaron un estudio no
randomizado en el que se compararon la AT vs BVC, doénde
consideraba la edad matema avanzada. La falla de cultivo no mostrd
diferencia estadistica significativa reportdndose sdlo un 0.8% en su falla
en cuanto a pérdidas gestacionales, recién nacidos pequenos para su
edad gestacional y defectos estructurales. No se encontrd diferencia
estadistica significativa entre amibos grupos de estudio. En otro reporte,
de Nicolaides y cols (1994) encontraron que la incidencia de muerte
infrauterina era mas alta en el grupo de AT que el grupo de BVC.
lgualmente, la incidencia de pie equinovaro era mayor en el grupo de
AT que en el grupo de BVC pero sin diferencia estadistica significativa.
Otras malformaciones congénitas como talipes y dislocacion
congeénita de cadera o rodilla se han reportado posteriormente a la
amniocentesis. En 1991, Hackett reportd a partir del estudio de 62
recién nacidos con el antecedente de amniocentesis temprana (11-
14 semanas), 4 recién nacidos con anomalias congenitas como ano

imperforado, hemangioma de la lengua y dos talipes, 10s cuales no
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requirieron tratfamiento, sin emibargo existe literatura que indica que la
prematurez asi como el bajo peso al nacimiento no son mds frecuentes
que en la poblacion en general, reportando un 6.1% de
complicaciones pulmonares. Este mismo estudio indica ademds que
las deformidades ortopedicas, escoliosis, dislocacion congeénita de
rodillas y pie zambo, tienen relacion con pérdida de LA tras la puncion
(Penso CA, 1990; Garcia Alvarez F, 2002). En 1994, Crandall reportd
693 ATy no encontré diferencias estadisticas significativas con respecto

aanormalidades congénitas comparadas con el grupo de AC.

En relacion ala dislocacion de la rodilla, continda su etfiologia en
confroversia ya que la incidencia es extrernadamente rara y se ha
asociado ademds a Sindrome de Larsen (Haga N, 1997), con la
presentacion pélvica por limitacion del espacio infrauterino vy
oligohidramnios (Bensahel H, 1989, Niebauer JJ, 1960).

Jonhson reportd en 1996 los resultados de un estudio aleatorio
comparando la AT con la AC, enconfrando que el porcentaje de
anormalidades congenitas fue de 2.4% y 2.6% respectivamente. Las
complicaciones respiratorias estuvieron presentes en un 2.2% y 1.6%
respectivamente. Las anormalidades musculoesqueléticas como pie
zambo vy dislocacion de cadera se presentaron en 1% y 2.6%
respectivamente, no encontrando diferencia significativa entre 1os dos

grupos.
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En un estudio publicado por Nicolaides en 1996, analizd de
forma prospectiva a 1492 mujeres, las cuales fueron sometidas a AT y
BVC y establecio que laincidencia de pie equinovaro fué de 1.6% en el
grupo de AT, En ofro estudio, Yoon (2001) reportd unaincidencia de pie
equinovaro de 1.1% y de un 0.48% en el grupo de BVC. La tasa de

aborto espontaneo fué mayor en el grupo de AT

En 1997(a), Greenough publicd los resultados de un estudio para
valorar el impacto de la AT o BVC en la morbilidad respiratoria a traves
de un cuestionario a un ano del procedimiento, demostrando un
exceso de nihos sintomaticos en el grupo de AT comparado con el
grupo de BVC. Ademdas demostraron un exceso de admisiones
hospitalarias por complicaciones pulmonares en ninos que fueron
sometidos a Al, por lo que concluyeron que procedimientos invasivos
del primer frimestre estdn asociados con una alta incidencia de
morbilidad respiratoria. En otro estudio publicado por este mismao autor
(1997b) se concluyd que las madres que se sometieron a AT pudieran
tener mayor nimero de complicaciones en el RN, por lo que sus bebes
fienen una alta tasa de internamientos en la unidad de cuidados
infensivos neonatales; probablemente por problemas respiratorios,

aungue esta asociacion esrara.

Crandall (1994) y Wilson (1997) publicaron sus resultados sobre la
incidencia de anormalidades congénitas, la cual fué de 2.4% para ATy
de 2.6% para AC. La incidencia de complicaciones musculares tras
estos procedimientos fué de 0.9% y 2.4% respectivamente. Debido a
esto concluyeron que la AT es un método diagnostico alterno ala AC y
BVC.
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En 1999, Delisle concluyd que las complicaciones
postprocedimiento son ligeramente mayores a las publicadas con
antferioridad en 1998 por el gupo Canadiense de Amniocentesis
temprana y precoz (CEMAT), enconfrando una incidencia mayor en
relacion alas malformaciones musculoesqueléticas, falla en el cultivoy
salida de liguido amnidtico, por lo que esto deberd formar parte de

consentimiento informado de la paciente.

A pesar de numerosos estudios que tratan de explicar la
etiologia del pie equinovaro, sobre la que existen mas de diez teorias, la
Dra. Mariza de Andrade (1998) propuso una nueva teoria en referencia
a un tfrastorno recesivo ligado al sexo de pobre penetfrancia. Sin
embargo, la teoria mdas aceptada es que la disminucion en la
cantidad de liguido amnidtico provoca una reaccion humoral y

fisiologica microcelular matema (Tredwell SA, 2001).

En su estudio,  Nikkila (2002) afimd que las mujeres
programadas para amniocentésis enfre las semanas 11.5 y 14.6
presenfan un alto riesgo de tener un recien nacido con deformidades

enla piel.

En un estudio retrospectivo donde se analizd un total de 2378
mujeres con el antecedente de amniocentesis y tfriple marcador
alterado, se observd un total de 4.1% de complicaciones. Entre las mdas
frecuentes tenemos al Sindrome de anomalias multiples y

malformaciones cardiacas y renales, por Io que concluyeron que
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pacientes con marcador alterado era un grupo con embarazos en
riesgo de presentar anormalidades cromosémicas numericas, pero

tambieén sindromes de etiologia desconocida (Witters |, 2002).

A pesar de toda la informacion no concluyente, deberdn
tenerse siempre presentes las posibles consecuencias respiratorias y
deformaciones tfras la realizacion de amniocentesis clasica o

temprana.

Existe el reporte donde hace referencia de que técnicas como
la AT y BVC deberdn abandonarse por su alto indice de

complicaciones (Jauniaux E, 2000aq).
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I11.11. Amniofiltracién en amniocentesis
temprana

Sundberg (1991) y Smidt-densen (1992) describieron una amniocentesis
modificada en la que el liquido amnidtico que se aspira pasa a traves
de un filtro que retiene a los amniocitos, el liquido aspirado se reinstila
enlacavidad amnidtica. Con ello se obtiene una cantidad de células
muy superior a la obtenida por amniocentesis convencional. En este
primer estudio el tamano de la muestra es escaso (30 gestantes), y a
pesar de que circularon por el filtro 20 ml de liquido amnidtico, en el
espacio muerto quedaron solo 7 ml, no se definieron resultados
perinatales y los resultados no se pudieron reproducir en ofros grupos
(Fonseca ML, 1992; Torrents M, 1994; Farran |, 1997) ya que utilizaban
filtros con poros pequenos los cuales se colmataban facimente y

obstruian el circuito dificultando asi el procedimiento.

Fue hasta 1995(a), cuando Sundberg y col. reportaron el uso de
la amniofiltracion para mejorar el cultivo celular de la AT, enconfrando
una alta incidencia de abortos espontdneos con esta nueva técnica,

pero similaralade BVC.

Sundberg publicod en 1996 un trabajo en el cual utilizd la amniofiltracion
en aguellas pacientes con el antecedente de BVC con mosaicismos,
sugirendo esta téecnica como altemnativa para esclarecer |os

MOSsaicisMos; esto con el fin de dar un resulfado temprano y oportuno.

En 1997, Sundberg y col. publicaron un estudio randomizado en el que

si incluyeron los resultados perinatales; pero tuvieron que detener el
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estudio debido a la aparicidon de complicaciones neonatales tales
como pies equinovaros. En el estudio redlizado, se empleaba una
aguja de 20 gauge y los autores no mencionan en la metodologia si

las pacientes realizalban o no reposo postpuncion.

En 1994 (Farran) se inicié en el Hospital  Universitario Matermno-
Infantil Vall d”Hebron en Barcelona, Espana; un estudio prospectivo
sobre amniofilfraciéon con el objetivo de evaluar la importancia de la
amniofilfracion como procedimiento para diagnodstico prenatal
citogenético. El proyecto se desarrollo en fres fases: la primera fase
tenia como objetivo el aprendizaje del manejo del circuito del filtrado.
Enla segunda fase se puso en marcha el cultivo del material filtrado. La
tercera fase se enfocd a la aplicacion clinica. Durante estas fases se
llegaron a utilizar hasta 3 filtros. Como resulfado de este estudio

actualmente solo se utiliza un filtro con un sistema sencillo.

Latecnica de puncion no difiere de la universalmente aceptada
para la amniocentesis, aunque pueden distinguirse las variantes extray
transplacentaria. La tendencia actual es no evitar la puncion
fransplacentaria en la amniocentesis, sobre todo la precoz ya gque la
superficie placentaria es el lugar donde mas firmemente adheridos se
hallan corion y amnios. Por lo tanto, la puncion fransplacentaria
disminuiria la posibilidad de un "efecto tienda de campana' que
dificulte la puncion. A pesar de todo, se debe ser cuidadoso para no

lesionarinadvertidamente la insercion del corddn umbilical.
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Las agujas empleadas varian su grosor en los diferentes equipos

detrabqjo, pero oscilanentrelos 20y los 22 Gauge.

Se han empleado distintos tipos de filtros con poro entre 0,25 m y 0,65
m. Sundberg y col.(1995b) no hallaron diferencias en los resultados
citogenéticos empleando filfros de 0,45 m vy 0,65 m, pero Fonseca 'y
col. (1992) encontraron que los filtros con poro de 0,25 m que
habitualmente se emplean para los trabajos en bacteriologia, tenian
peor rendimiento. En la experiencia previa de los autores (Farran |,
1997), los filtros de 10 cm?® de superficie proporcionan un mejor
rendimiento del material filtrado y menos complicaciones

intraprocedimiento.

El nimero vy tipo de filtros empleados influye sobre el espacio
muerto del circuito y por lo tanto, en la cantidad de liquido que se
sustrae definitivamente de la cavidad amnidtica. Asi, el modelo que
emplea un filtro tipo Millex tiene un espacio muerto de 1,5 ml vy el
modelo que emplea 3 filtros fipo Sterivex de 7 ml, no es nada
despreciable cuando se frata de una técnica destinada a extraer
menor volumen de liquido amnidtico. Por otra parte, cuanto mayor es
el nUmero de conexiones, mayor es la posibilidad de un fallo de

estangueidad que comprometa el desarrollo del procedimiento.

En el plano econdmico, cuanto mdas complejo es el circuito de filtrado,

maAs cararesultalatécnica.
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No hay equipos prefabricados de amniofiltracion. Todos los
grupos que estan realizando la técnica ensamblan su propio circuito
utilizando material que normalmente estd disponible en todos los
hospitales. El gjuste de cada una de las piezas debe redlizarse a
conciencia porgue es sumamente facil que se pierda la estangqueidad
con las consecuencias previsibles: entrada de aire y/o contaminacion.
El modelo de circuito, con un solo filtro cilindrico, que se muestra en la

Fig. 9 es el que se emplea actualmente en nuestra Unidad.

Fig 9. Circuito para la amnicfilracion empleado en la actualidad
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lI.11.1 Semanas de gestaciéon para amniofiltracion

La amniofiltracion consiste en una amniocentesis precoz con sistema
de filtrado, por lo que las semanas de gestacion son equivalentes a las

utilizadas en estatécnica (11-14 semanas).

11.11.2 Cantidad de liquido amniético para realizar la

amniofiltracion

Se redliza la aspiracion de 10 ml de LA por cada sesion, el cual es
posteriormente devuelto a la cavidad amnidtica previo paso por el
sistema de filtrado. Alfinal, la cantidad de liquido amnidtico utilizado es

ded4a8ml
ll1.11.3.Cantidady tipo celular (“viabilidad celular”)

La filtracion y reinyeccion de liguido amnidtico en las amniocentesis
precoces permite obtener mayor nimero de células de buena calidad
aptas para cultivo, con una extraccion minima de liquido amnidtico.
Ademdads, las muestras obtenidas por filtracion precisan de un menor
tiempo de cultivo para el sacrificio, mejorando  asi el tiempo de

diagndstico citogenético.
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I11.12. Biopsiade vellosidades
coriales

Los primeros intentos para la obtencion y aplicacion de vellosidades
corionicas en el diagnostico prenatal, durante el primer frimestre del
embarazo, se realizaron desde hace mds de dos décadas. Alvarez en
1995, obtuvo una biopsia de placenta por via transalbdominal con la
que pudo diagnosticar una mola hidatidiforme.

El uso de vellosidades coridnicas para el diagndstico citogenético fué
iniciado por Mohor en 1968 al obtener un fragmento de corion por via
cervical, con ayuda de un endoscopio adaptado. Estas biopsias se
utilizaron para la realizacion de cariotipos, pero la insuficiente visibilidad

solo permitio la obtencion de tejido Utilen el 50% de los casos.

Hahnemann (1997) tratd de resolver el problema técnico, derivado del
uso del endoscopio, pero el elevado porcentaje de complicacionesy
la baja proporcidn de obtencidon de muestras, asi como la deficiente
visualizacion de la placenta, hizo que solamente unos cuantos
investigadores siguieran valorando la técnica en el primer trimestre. Sin
embargo en 1975 se utilizd por investigadores chinos para
determinacion del sexo. En 1977 en Estados Unidos se ufilizd una
técnica en la que se realizd aspiracion de células placentarias de
descamacion por lavado endocervical, con 50% de éxito en cultivo
celular pero con alto indice de contaminacion con células maternas.
En 1979 se realizd en la Unidn Soviética y dos ahos mds tarde en paises

europeos. En 1983 en la universidad de Mildn se reportd un metodo
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directo para el estudio del cariotipo fetal. Brambati reportd en 1998 el
uso de este método orientado por ultrasonido y obtuvo en el 80% de los
casos material adecuado. En la literatura han aparecido reportes en
relacion a complicaciones asociadas con la biopsia corial como
contfaminacién con células maternas, mMmosaicos placentarios,
infecciones, sangrado y perdidas fetales.

Los grupos de  Simoni (1983) y Spencer (1988) mostraron que la
BVC durante el primer trimestre de embarazo podia ser un
procedimiento fidedigno para el andlisis cromosémico, por lo que se
considera una ventaja definitiva para poder realizar la interrupcion del
embarazo, en una etapa mas femprana comparada con la
amniocentesis.

En los siguientes anos una gran cantidad de estudios confirmaron
ese hallozgo. Sin embargo, es obvio que existen discrepancias
citogenéticas entre el tejido extraembrionario y el propio feto en
aproximadamente 1.5 % de los casos (Hohnemann J, 1997). En la
mayoria de los casos, esto es debido a una anormalidad
cromosomica restringida al tejido extraembrionico, mientras que el
feto posee un cariotipo normal, fendmeno llamado mosaicismo
confinado a placenta (MCP). Mds frecuentemente una capa de la
vellosidad corial, el citotrofoblasto presenta un mosaico trisomico,
mientras la ofra capa, el ndcleo del mesénguima vy el feto presentan
una constitucion cromosémica normal.

Para el entendimiento de este fendmeno, es necesario conocer la
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estructura de las vellosidades coriales asi como el desarrollo
embrionario tfemprano. Al final del primer trimestre  una vellosidad
tipica consiste de tres capas: sincitiotrofoblasto, citotrofoblasto y niicleo
de mesénqguima. El sincitriotrofoblasto no posee ningun potencial
mitético y por lo tanto no es importante para el andlisis citogenético. El
citofrofoblasto es caracterizado por una alta tasa de division celular y
provee casi exclusivamente de metafases alas preparaciones directas
y cultivos de término corto. Las células del ndcleo del mesenquima
generalmente no muestran una actividad mitética espontdnea, pero
estas recobran su ciclo celular cuando se cultivan por  disgregacion
mecanica o digestion enzimdatica (Wegner RD, 1995). Estos culfivos de
término prolongado necesitan aproximadamente de una a fres
semanas de crecimiento para obtener un nimero suficiente de células
para preparaciones Cromosomicas.

Una desventaja especifica de la BVC, es que las muestras no
representan la totalidad del corion, sin0 solo a un simple sitio
geogrdfico. Las células de un sitio pueden no ser tipicas de la totalidad
del corion, y se tiene la posibilidad de obtener un resultado que no
corresponde al feto; por lo cual se deben interpretar cuidadosamente
los resultados de las BVC para proveer bases confiables para el
diagndstico prenatal.

En particular, el mayor nimero de discrepancias de la constitucion

cromosdmica entre el citotrofoblasto y el embridn, comparado con el
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numero encontrado entre el nlcleo del mesénquima y el embrion
puede llegar a ser obvio, considerando los siguientes puntos:

- La estipe celular que da origen al citotrofoblasto se separa
tempranamente del linaje embridnico. Las aberraciones
cromosdmicas que ocurren en el citotrofoblasto inmediatamente
después de su diferenciacion no afectan al linagje embridnico
(comprende también las células determinadas a formar el ndcleo del
mesénquima). La probabilidad de sufrir una mutacion es
aproximadamente 20 veces mayor para el frofoblasto, comparado
con la masa celular interna. Asi, estudios en raton mostraron que el feto
es derivado de tres células progenitoras de la masa celular interna del
blastocisto de 64 células, mientras que todas las demds células, se
dedican aformar el trofoblasto.

- Muy frecuentemente, las discrepancias pueden ser debidas al
fendmeno llamado rescate trisomico. En casos de cigotos trisémicos,
la no disyuncion mitdtica o rezago anafdsico pueden conducir a la
pérdida de un cromosoma supernumerario produciendo mosaicismo.
La fuerza de la seleccion natural en contra de la linea celular anormall
es mucho mayor sobre el desarrollo del embridn que en el tejido
extraembrionario. Los diversos mosaicos posibles dependen del

tiempo de la embriogénesis y de la localizacion del rescate trisbmico.
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ll1.12.1. Indicaciones para BVC del primer trimestre:

Portadores de translocacion familiar.

U
U

U
U

Alteraciones ligadas al cromosoma X (VegaH, 1991)
Madre de mdas de 35 anos.

Sospecha de anormalidades cromosdmicas, debido a
defectos fetales observados en la busqueda
ultrasonogrdfica.

Hallaozgos ultrasonograficos (Brambati B, 2002)

Tamiz bioguimico alterado

Examen de paternidad

Se cuenta con dos técnicas citogenéticas para el procesamiento

de las BVC, las cuales son usadas para conocer los cariotipos de

poblaciones celulares diferentes:

1. Directa o cultivo de término corto. Proporciona el cariotipo de

células del citotrofoblasto.

2. Cultivos de término prolongado. Proporciona el cariotipo de

células del mesenquima.

Estas técnicas deben ser usadas no como alternativas sino como

complementarias, para incrementar la probabilidad de éxito, calidad

y esclarecerlos mosaicismos confinados a placenta.
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Obteniendo una buena muestra de BVC de 10 mg o mas, las
preparaciones directas pueden producir un resultado mayor del 97 %
de los casos, pero la morfologia de los cromosomas puede ser pobre,
ocasionando problemas en el bandeo y en un tercio de los casos no se
pueden bandear adecuadamente. Alrededor del 1% de los casos
presentan mosaicismo confinado a placenta. En mdas del 97 % de los
cultivos celulares, se obtfiene un resulfado citogenético, con una
mejoria enlas bandas. ElMCP puede encontrarse en el 1% de los casos
yla contaminacion con células maternasenel 0.5 % .

En el 2002, Brambati publicd los resultados de 1844 pacientes
sometidas a BVC en dos diferentes periodos de tiempo, el primer grupo
enfrelas semanas 13y 14, y un segundo grupo entre las semanas 15y
20, no encontrando diferencias significativas en cuanto a
complicaciones, abortos asi como eficiencia en el resultado
citogenético, por lo que concluye que la BVC es relativamente segura

si se practicatanto afinales del primer trimestre e inicios del segundo.

l11.12.2. Interpretacion de los resultados de BVC.

No es posible interpretar completamente los resultados de las BVC
por ambas técnicas; directa y en cultivo, pero existen algunas
estrategias para obtener unaindicacion confiable del cariofipo fetal.

a) Cariotipo normal 46, XY 6 46, XX. Obteniendo un resultado
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b)

d)

E)

)

normal en preparaciones directas, es improbable que las células
en culfivo alteren este diagndstico. Por azar, las células dentro de
un blastocisto en mosaico, pueden dar surgimiento a un feto
anormal, con citotrofoblasto normal. La incidencia de tales
resultados falsos negativos es demasiado baja para ser
consideradq, pero se corre el riesgo de un falso negativo en 2 000
a5 000 milembarazos.

Trisomia 13, 18, 21 o fiploidia constitutiva. Estas dan un diagndstico
fetal preciso en casi todos los casos. Han sucedido errores aislados
pero estdn representados por debajo del 1%, esta tasa de error es
aceptabley lainterrupcion del embarazo es recomendada.
Rearreglos familiares. Obteniendo una buena cantfidad de bandas
los rearreglos familiares conocidos pueden ser diagnosticados
confiablemente usando solo preparaciones directas.

Sexo fetal. La incidencia de contaminacion de células maternas
en preparaciones directas es exfremadamente baija.

Trisomia 2. Es una anormalidad comun usualmente en mosaico de
cultivos celulares. No hay casos bien documentados de esta
trisomia en tejido fetal.

Trisomia 3. Es una anormalidad comun de preparaciones directas,
estas pueden ser en mosaico o regulares, pero raramente han sido

encontradas en fetos viables.
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9

h)

K)

Mosaico de frisomia 13, 18 & 21. Pueden presentarse en
preparaciones directas, cultivos celulares o ambos. Alrededor del
30 % representan anormalidad fetal.

Trisomia de otros cromosomas, incluyendo 4, 6, 7,8, 9, 11, 12, 15,
16, 20 vy 22 han sido reporfadas. Estas pueden ocurrir en
preparaciones directas y en cultivos celulares y se presentan en
mosaico o constitutivas. Estas ciertamente representan
nMosaicismo confinado a placenta, ro las frisomias 7, 8, 9 vy 20
son descarfadas como candidatos para amniocentesis o sangre
fetal, aun cuando todas las células de las preparaciones directas
y cultivadas tienen una de esas trisomias. Esta no es suficiente
evidencia para sugerirque el feto sea anormal.

Marcadores cromosomicos en mosaico constitutivos, deben ser
seguidos de amniocentesis 0 sangre fetal. Alrededor del 50 % son
genuinos.

Anormalidades de cromosomas sexuales constitutivas. Si se
presentan en preparacion directa y en cultivo son genuinas en
mMas del 25 % de los casos. El estudio realizado Unicamente en
preparaciones directas no es absolutamente confiales.

Mosaicos de anormalidades de sexocromosomas Nno  son
indicadores confiables del cariotipo fetal. Mds de la mitad de estos
pueden no estar presentes en el feto. Existen numerosos ejemplos
como monosomia 45, X en preparaciones directas en asociacion

con cultivos 46, XX o0 46, XY. En estos casos el cariofipo es
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invariablementenormal. La sangre fetal o amniocentesis
pueden definir el verdadero cariofipo fetal en los casos de
MOSAICISMO de sexOCromMmosomMas.

Rearreglos estructurales inesperados deben ser fratados por
amniocentesis para confirmar el evento de novo.

En general no se considera el mosaico de anormalidades
estructurales. Asi mismo deben ser cuidadosos de errores de
interpretacion debido a la contaminacion por células maternas en
culfivos de término prolongado. Mosaicos triploides deben ser

confirmados por amniocentesis o sangre fetall.

l1.12.3. Semanas de gestacion en que se realizala BVC

La biopsia de vellosidades coriales es realizada en el primer trimestre de

embarazo entre la semana 9 y 12 de gestacion en promedio, de

acuerdo a la mayoria de los grupos de frabajo en esta técnica de

diagndstico prenatal. La ventaja de realizarla en esta edad gestacional

temprana es reducir el stress fisico y emocional en las parejas de riesgo,

maximizar la privacidad de los pacientes y permitir diagnostico

citogenético rapido para asi permitir la interrupcion del embarazo a

una edad gestacional temprana cuando se considere apropiado, de

acuerdo al diagndsticoy al status legal de cada poblacion.




ABEL GUZMANTULOPE?ZZ

ll1.13. Cordocentesis

Se define como la obtencion de sangre fetal a traves de la
puncion franscutdnea del corddon umbilical. Fué descrita por primera
vez por Daffosen 1983 .

Esta técnica revoluciond la forma del diagndstico prenatal en
sus inicios, esto por que ofrecia una rdpida evaluacion del cariotipo
fetal, ademds permitia evaluar el crecimiento intrauterino,
anormalidades plaguetarias fetales, hidrops fetal, infecciones fetales
asi como también hemoglobinopatias, permitiendo ademds la
aplicacion de medicamento. A pesar de considerarse un
procedimiento con altas posibilidades de complicaciones, la tasa de
pérdidafetalesdeun 0.8% (DaffosF, 1983). El procedimiento se realiza
bajo condiciones estériles, con ultrasonografia continua, se punciona
la pared uferina con aguja 22G, se localiza la base del corddn
umbilical, punciondndola. Posteriormente se obtiene una muestra de 3
ml, en jeringa heparinizada.

Usualmente se redliza en la semana 20, dado que antes el
didmetro del corddn dificultalatecnica.

En manos experimentadas, la obtencion de sangre fetal, sin
complicaciones es posible hasta en un 95% de los casos (Hickok DE,

1992).
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lll.14. Biopsia fetal

Meétodo de diagndstico raramente usado, dado que se usa
para diagnosticar enfermedades cutdneas hereditarias como la
epidermiolisis bullosa. Sin embargo, algunos autores optan por este
método para confirmar mosaicismos identificados por otros métodos,
tal como amniocentesis o biopsia corial (Berghella, 1998).

La técnica se efectla a finales del segundo trimestre, bajo
condiciones estrictas de asepsiay se utiliza aguja 17G. Conrespecto a
las complicaciones, un estudio de 54 procedimientos no demostraron

complicaciones fetales asicomo pérdidas fetales (Nicolini U, 1992).
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lI.15. Diagnéstico citogenético

Las teécnicas de citogenética molecular han complementado y
mejorado la capacidad de andlisis cromosomico en el diagndstico
prenatal.

La técnica de citogenética molecular mas usada hoy en dia es
el FISH, en la cual se utilizan sondas de DNA marcadas con un
fluorocromo para posteriormente hibridarse con una region especifica
del ADN. Los principales tipos de sondas, incluyen sondas para locus
especificos, sondas con fluorocromos y sondas secuenciales. Las
primeras marcan un locus especifico cromosomal, por lo que permite
detectar microdelecciones, regiones especificas subtelomeéricas, tales
como para el Sindrome DiGeorge (22911.2), Sindrome de Angelman
(15g11.2 mat), Sindrome de PraderWilli (15g11.2 pat) y Sindrome de Cri-
du-chat (5p15.2).

Con respecto a la sonda subtelomérica, analiza todo el
cromosomay nos ayuda a determinar sindromes dismorficos asi como
refardo mental entre otros. Este tipo de sonda, nos ayuda a determinar
desarreglos cromosomicos paternos en aquellos pacientes con historia
familiar. En caso de determinar un desarreglo en especifico se indica
una FISH prenatal con sondas especificas.

Con respecto al diagndstico prenatal, el tipo de sonda mas
utilizada es la marcada con fluorocromo, el indica dano en un
cromosoma especifico. Para esto se utilizan células en interfase sin

cultivar obtenidas a partir del LA, VCS, sangre fetal, orina fetal o liquido
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de un higroma quistico. Esta técnica permite detectar aneuploidias de
los cromosomas 13, 18, 21, Xy Y. Esta revolucionaria técnica permite
efectuar un rdpido diagndstico prenatal (Miny B 2002).

Dado a lo laborioso y costoso de estas técnicas, en Europa se
desarrolld una tecnica denominada QF-PCR, en la cual se utilizan
marcadores ADN polimorficos de la mayoria de las tfrisomias y
aneuploidias (Adinolfi M, 2001), permitiendo de ésta forma ofrecer un
diagndstico en 24 a72horas.

Actuaimente se desarrollan chips de ADN con microarreglos con
clones gendmicos, los cuales permiten la determinacion de
microdelecciones, andlisis subtelomeéricos y bandeo de alta definicion,
andlizando de ésta manera el genoma de forma mas completa

(Antonarakis SE, 2001).
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IV. Mosaicismo placentario

El andilisis del cariotipo del tejido placentario puede ser dificil de
interpretar en presencia de mosaicismo placentario confinado (feto
normal con placenta frisdmica) y el rescate del cigoto trisdmico (feto
trisdbmico con un cariotipo placentario normail).

El mosaicismo, que consiste en la presencia de 2 lineas celulares
con diferentes complementos cromosdmicos dentro del mismo
individuo, es detectado en el 1% de los especimenes CVS (Kuliev A,
1996) y puede desarrollarse por 2 mecanismaos: un error meiodtico en un
gameto puede producir un producto trisémico, © como consecuencia
de las divisiones meidticas tempranas una de las células puede perder
el cromosoma extra, “rescatando” el cigoto tfrisémico, formando una
linea normal dicigdtica.

El MCP del rescate mitdtico puede conducir a una disomia
uniparental, que sucede cuando el embridn trisdmico original es
rescatado, pero dejado con un par de cromosomas originado del
mismo progenitor. Esto puede tener consecuencias clinicas si 10s
cromosomas involucrados traen informacion de genes, cuya expresion
es independiente del progenitor de origen o si los dos cromosomas
restantes contfienen un gen recesivo que seria homocigdtico. Por
ejemplo, 15 % de los casos del Sindrome de Prader Willi resultan de una

disomia materna uniparental para el crommosoma 15.
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Los errores mitdticos pueden producir tambien mosaisicrno con
la distribucion y porcentaje de células aneuploides dependientes del
tiempo de la no disyuncién. Si ocurre un error tempranamente en el
desarrollo, este podria segregarse hacia la masa celular interna y tener
el mismo potencial de producir un feto afectado como los errores
meidticos. Si el error ocurre después de la compartamentacion de la
célula esto sdlo conducird hacia anormalidades citogenéticas en sélo
un lingje celular.

El mosaicismo detectado en los especimenes CVS es
confirmado en el feto sélo en el 10 al 40 % de las veces. Esto difiere de
la amniocentesis del segundo frimestre en la cual el mosaicismo se
observa en solo 0.1al 0.3 % de los casos, pero puede ser confirmado
en los fetos ariba del 70% de las veces. Las anormalidades
estructurales de los cromosomas fueron confirnadas en solo el 8.6 %
de los casos mosaicos.

Debido a la alta probabilidad de que los resultados mosaicos
involucren sdlo la placenta; se requiere una amniocentesis para
averiguar si el feto esta exento de anormalidades; pero de cualquier
forma, el alcance del frabgjo depende del cromosoma. La
amniocentesis demuestra el cariotipo fetal verdadero en
aproximadamente 94 % de los casos, aungue existen discrepancias.

Estos son casos en los que la amniocentesis revela falsos negativos.
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Cuando se encuentra mosaicismo, bajo ninguna circunstancia
deben ser ftomnadas decisiones acerca de la posible terminacion del
embarazo basado Unicamente en los resulfados del CVS. Si estan
involucradas trisomias comunes, la amniocentesis debe ser
considerada, pero la posibilidad de un resultado falso negativo debe
discutirse y el seguimiento pudiese entonces incluir ultrasonografia,
cordocentesis 0 biopsia de la piel fetal. En ciertos casos la prueba

para la disomia uniparental serd indicada.
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V.Estudio citogeneticodelliguidoamnidtico

Los amniocitos sobreviven en el liquido de 2 a 3 dias pero lo ideal
es sedimentarlas para su cultivo inmediatamente después de su
obtencioén. El botdn se resuspende en un medio de cultivo y se le deja
reposar durante 4 a 7 dias, después de lo cual las células se asientan y
forman colonias (Figura 10). Estas pueden subcultivarse para extender
lalinea celulary mantener el crecimiento. Las células se cosechan alos
8 a 14 dias después de la siembra inicial y su ciclo se detiene en
metafases por la adiciéon de la colchicina. Tras ser tehidas se les
examina con el microscopio Optico para observar el patrdon de bandas
cromosomicas especificas. La morfologia de las ceélulas halladas en el

liquido amnidtico es variada.

Extraceion de liquido

Placenta

Liguido Amnidtico

Centrifuga

Pared Uterina
Células
Cavidad Amnidtica :
Estudios
. cromosomicos
Cultivo Celular } y bioquimicos

&

Determinacion de
sexo; estudios
enzimdticos ¥
bioquimicos

Figura 10. Estudio citogenetico de LA
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No es frecuente que las células maternas contaminen 1os
cultivos de liguido amnidtico porgue su supervivencia es limitada y son
sensibles al fratamiento con tripsina que se aplica al material de
estudios citogenéticos, sin embargo puede presentarse la
contaminacion ocasionalmente. Por lo tanto, se recomienda eliminar
los primeros tres mililitros del liquido obtenido para descartar esta

posibilidad (Nuss S, 1994; Alberts B, 1998).

Es importante mencionar que el éxito en el cultivo de amniocitos en la
AT se debe a que existe el missno nimero de amniocitos que en la AC

(Byrne D, 1991).

Durante el andlisis citogenetico de liquido amnidtico puede observarse
contaminacion por células maternas, cuya presencia se demuestra
por andlisis de PCR, dénde son generados fragmentos de longitud

variables (Rebello MT, 1994).
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VI. Justificacion
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Vi.justificacidn

En la actualidad, los esfuerzos realizados en lo referente a
medicina perinatal se basan en identificar tempranamente los
problemas materno-fetales. Especificamente en DP es de suma
importancia encontrar un método que logre el equilibrio entre la
precocidad del diagndstico, la confiabilidad en la técnica y la
seguridad en la misma, por lo cual en el presente estudio se
compararon fres metodos de diagndstico prenatal: a) amniocentesis
precoz con amniofilfracion, b) amniocentesis precoz convencional (sin
amniofilfracion) y ¢) biopsia de vellosidades coriales para identificar
las ventajas y desventajos de cada método, asi como sus
complicaciones. La intencidon del presente tfrabagjo fué determinar su
ufilidad para asi elegir el mejor procedimiento que permita un

diagndstico prenatal veraz y oportuno.

El diagndstico prenatal en su forma mas simple, ha causado
inquietud desde la antigledad. A principios de siglo pasado los
investigadores empezaron a examinar los liquidos corporales de la
madre para determinar el sexo fetal antes del nacimiento y el liquido
amnidtico se convirtié en la fuente de informacion mas usada (Guizar J,

1994).

Schatzen 1881 fue el primero en proponer la amniocentesis, sin

embargo Henkel fue el primero en llevarla a cabo hasta 1919, pero no
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fué hasta 1955 cuando Serr examind de forma directa la cromatina
sexual en células de liquido amnidtico para determinar el sexo fetal. En
1966 Steele y Breg informaron los primeros resultados de estudios de

cariotipo mediante cultivos de células de liquido amnidtico.

En los Ultimos anos dado el gran interés en el estudio de los
defectos congénitos y alteraciones bioguimicas o metabdlicas; el
diagndstico prenatal ha fenido grandes avances tecnoldgicos con el

fin de disminuir la tasa de mortalidad perinatal.

La disminucion de latasa de natalidad en el mundo occidental,
crea la necesidad de asegurar a la madre y a su familia un hijo sano
que no afecte tanto econdmica como psicoldgicamente el entorno
familiar y a la sociedad en general. Es por esto que se recomienda €l
empleo de las tecnicas de diagndstico prenatal en todas las familias
conriesgos (Dexeus S, 1989), dado que los defectos congénitos son los
responsables de mds del 20% de las muertes durante el periodo de O-

4 anos (Fuente-Pérez R, 1984).

Las posibilidades de diagnosticar prenatalimente defectos
congeénitos aumentan en cuanto la tecnologia lo permite, siendo la
ecografia un importante apartado en el diagnoéstico prenatal, ya que
el avance en el ultrasonido de tiempo real a permitido identificar
pacientes con riesgo de cromosomopatias (ACOG, 1999), asi como el
tamizaje bioquimico para cdiculo de riesgo de cromosomopatias, lo

cual influye directamente sobre un aumento de la demanda de
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tecnicas invasivas guiadas por ultrasonografia para confirmar el

diagnostico de alteraciones en el cariotipo fetal.

Existen estudios de técnicas de diagnostico prenatal no invasivas
como el muestreo de sangre materna e incluso de moco cervical en
busca de células fetales, pero estos estudios adn se encuentran en
investigacion y no han brindado resultados safisfactorios que sean
reproducibles para asi ser aplicados en forma generalizada a la
poblacion (Hahn S, 2001). Por lo tanto, cuando se frata de obtener
muestras para el andlisis citogenetico debemos remitirnos
obligadamente por el momento a las técnicas invasivas de
diagndstico prenatal como son la amniocentesis con sus variantes
(Frydman R, 1993), biopsia de vellosidades coriales, de piel, asi como
cordocentesis, y embrioscopia (Wilson RD, 1995). Ya que éstas tecnicas
son invasivas, siempre debberemos tener presentes sus complicaciones;
siendo la mds temida y poco deseada para la madre la pérdida del

embarazo.

Por lo anterior, se han desarrollado técnicas de diagnostico prenatal no
invasivas como el muestreo de sangre materna e incluso de moco
cervical en la busqueda de células fetales, pero estos estudios aun se
encuentran en desarrollo y no han brindado resultados satisfactorios
que sean reproducibles y aplicados en forma generalizada a la

poblacién (Bianchi DW, 1990).

Por todo lo anterior es necesario desarrollar un método invasivo para un

adecuado estudio citogenético con el menor numero de
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complicaciones matermno-fetales que asegure la tranquilidad materna
en el procedimiento asicomo efectividad en los resultados. Es por esto
que se decidid comprobar la efectividad de la amniofiltracion asi
como sus complicaciones, para determinar si es un método de

diagndstico prenatal invasivo seguroy confiable.
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VIl. Planteamiento del problema
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VII.1T.hipdbtesis

La técnica de amniofiliracion permitird un diagnodstico prenatal mds
rapido, sencillo, seguro, reproducible y con menos complicaciones
materno-fetales en etapas tempranas de la gestacion, en
comparacion con la biopsia de vellosidades coriales y la

amniocentesis precoz convencional.
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VII.2. Objetivo general y especificos

Vil.2.1. Objetivo general.

- Analizar el método de amniofiltfracion, sus ventajas e inconvenientes
en comparacion con los metodos existentes como la biopsia corial y la

amniocentesis precoz sin amniofilfracion.

VII.2.2. Objetivos especificos.

- Comparar el tiempo necesario para realizar cada procedimiento, los
fallos en el cultivo, asi como las complicaciones intraprocedimiento y

post-procedimiento de cadatécnica.
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VIill, Material vy metodos

VIII.1. Poblacién de muestra

Se incluyeron 921 mujeres candidatas a cariotipo fetal con 9.5 a
13.6 semanas de gestacion, de las cuales a 310 pacientes se les
realizd biopsia corial, a 302 pacientes amniocentesis precoz con
amniofiltracion y a 309 pacientes amniocentesis precoz convencional

sin amniofiltracion.

VIII.2. Criterios de inclusiéon

1.- Gestacion con feto Unico.

2.- -Ecografia realizada en el primer fimestre de gestacion congruente

condamenaorreq,.

3.- Indicacion para estudio fetal mediante técnicas invasivas segun

criterios de la European Study Group for Prenatal Diagnaosis.

4.- Consentimiento escrito informado para la redlizacion de la

técnica.
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VIIL. 3. Criterios de exclusion
1.- Gestantes portadoras de embarazo multiple.

2.- Gestantes con patologia anadida sea propia o no del

embarazo.

VIIl.4. Consentimiento informado.

Toda paciente candidata a practicarse una técnica invasiva
para diagnostico prenatal acude a una consulta de asesoramiento, en
la cual se le explica detallodamente el riesgo-beneficio de realizar o no
el procedimiento, asi como la totalidad de los diferentes métodos
actuales alternativos, con referencia explicita a sus posibles

inconvenientesy complicaciones.
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VIII.5. Procedimiento de amniocentesis precoz

Como protocolo antiseptico, el fransductor se hallaba inmerso

en una solucion antiséptica (dilucion al 4.5% de Instrunet® esporicida).

La pared abdominal se aseptizd en dos fases: la primera con solucion

de clorhexidinay la segunda fase con alcohol de 96°.

Previa identificacion del punto de puncion mediante ecografia,
se realizd la puncion bajo control ecogrdafico contfinuo hasta alcanzar
la cavidad amnidtica, procediendo posteriormente a la extraccion del
mandril y a la aspiracion de la primera fraccidon de liquido amnidtico
(1cc), mediante una jeringa de insulina, que se desechd en todos los
casos. Posteriormente se extrajo 1cc de liquido amnidtico por semana

de edad gestacional .

Readlizada la amniocentesis precoz, se procedid a realizar una

nueva ultrasonografia para confirmar vitalidad fetal.




Representacion

Seleccion del Punto de Puncidn Localizacién de la Bolsa de Mayer Profundidad

Insercién de la aguja bajo visidn ecografica continua Insercidn de la aguja bajo vision ecogréfica continua

Extraccion de lcc inicial para seguridad Extraccion de lec por semana de gestacion para estudio
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VIIl.6. Procedimiento de biopsia corial transabdominal

Como medio antiséptico, el fransductor se hallaba inmerso en

una solucién antiséptica (dilucion al 4.5% de Instrunet®).

La pared abdominal se aseptizd en dos fases: la primera con solucion

de clorhexidinay la segunda fase con alcohol de 96°.

Previa identificacion del punto de puncion mediante ecografia,
se realizd la puncion con aguja de 20G bajo confrol ecogrdfico
continuo hasta alcanzar la placenta lo mas alejado de la decidua.
Procediendo a la extraccion del mandiil , se conecta una jeringa de
20cc realizando vacio; se procede a efectuar movimientos de vaivéen
bajo presion negativay se retira la aguija sin ejercer presion negativa en

ella.

La muestra se coloca posteriormente en un medio de tfransporte.,
Realizada la biopsia corial, se procede a efectuar nueva

ultrasonografia para confirmar vitalidad fetall.
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Representacion

Introduccidn de la aguja

Extraccion de las vellocidades por medio de vacio

Aguja en el espesor de |a placenta

Vellosidades coriales extraidas
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VIIL.7. Procedimiento de amniocentesis precoz con amniofiltracion

En primer lugar, se procedio al montaje sobre campo esteril del
circuito de amniofiliracion (Fig. 1) que consta de una llave de tres vias,
dos conexiones electrocath de 5 cm macho- hemlbora, una conexion
macho-macho, una conexion racor-luer y un filtro de celulosa
esterilizado con rayos-gamma con poro de 0.45um. El filiro se fijo a

presion en el dispositivo mediante las conexiones.

Como medio antiséptico, el transductor se hallaba inmerso en

una solucion esporicida (dilucion al 4.5% de Instrunet”),

La pared abdominal se aseptizd en dos fases: primero con solucion de

clorhexidinay despules con alcohol de 96°.

Previa identificacion del punto de puncién mediante ecografia,
se realizé la puncion bajo contfrol ecografico continuo hasta alcanzarla
cavidad amnidtica; procediendo despues a la extraccion del mandril
y a la aspiracion de la primera fraccion de liquido amnidtico (1cc),
mediante una jeringa de insulina, que se desechd posteriormente en
todos los casos. Acto seguido se conecto el circuito de amniofiliracion.
Se coloco unajeringa alaconexion (A); mediante gjuste de las llaves 1
y 2 del circuito; se aspird una fraccion de liquido a tfravés de la parte del
circuito liore de filtro hasta vaciar el circuito de aire. Esta via permitid
también obtener muestras de liquido no filtrado en el caso de que

fuera necesario. Una vez llenada esta via con liquido amnidtico, se
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ajustaron las llaves 1y 3 para dejar libre la segunda  parte del circuito;
se infrodujo una jeringa en la conexion B y se aspiraron 10 mi de liquido
amnidtico. Mediante ajuste de las llaves 3 y 2 se dejo libre el filtro. El
liguido contenido en la jeringa se inyectd a traves del filiro, expulsando
el aire contenido en el mismo a fraveés de la conexion A en la jeringa.
Una vez vaciado el aire, mediante gjuste de las llaves 1y 2 se reinstild el
liquido filtrado en la cavidad amnidtica. En los filtrados sucesivos se
omitieron 1os pasos destinados a vaciar el aire del circuito.
Directamente se gjustaron las llaves para dejar libre la parte del circuito
y se aspiraron 10 ml de liquido amnidtico enlajeringa. Mediante ajuste
de las llaves se dejo libre el filtro y el circuito de reinstilacion. El liquido
contenido en la jeringa se inyectd a tfraves del filfro devolviendolo
directamente en la cavidad amnidtica .A continuacién, la figura 10
muestra las fases del procedimiento de amniofilfracion de forma

grdfica
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Figura 10. Proceso de amniofilfracion
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Las siguientes graficas representan el proceso de amniofiltracion paso a
PAsO.

Sistema de Amniofiltracion Verificacion de hermeticidad del sistema de amniofiltracian

Extraccidn de liquide amnidtico Reinstilacién del liquide al entorne intrauterine
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VIII.8. Procesamiento de las muestras

Las células atrapadas en el sistema de filiracion se recuperaron
mediante un lavado con 5 mililitros de medio de cultivo. Los culfivos se
realizaron mediante el método IN SITU en el que los indculos de liquido
amnidtico se cultivan directamente sobre cubreobjetos dentro de
cajas de Petri. A partir de esto se obtienen cultivos primarios, (colonias

que se sacrifican y analizan directamente).

Las muestras contfrol fueron centrifugadas, el sobrenadante
separado y las células se cultivaron siguiendo el método "en frasco', en
el que el liquido amnidtico se cultiva en frascos o tubos de cultivo. Una
vez obtenido un crecimiento celular adecuado se utiliza fripsina para

extraer el material cromosdmico para su posterior estudio.

La alfafetoproteina fue analizada en todos los casos asi como
la acetilcolinesterasa la cual solo se analizd sélo en los casos donde el
multiplo de la media de la alfafetoproteina determinada en liquido

amnidtico fue mayor que 2.
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VII.8.1 Seguimiento pospuncion.

A todas las pacientes se les realizd un control a las dos semanas, fras
haber readlizado el procedimiento para evaluar la existencia de
sinfomas clinicos como el dolor, metrorragia o hidrorrea; o ecogrdficos:
como hematomas y/o oligoamnios, asi como la evaluacion de la
viabilidad fetal. La ecografia para estudio de malformaciones fetales
se llevard a cabo segun el protocolo, entre las 18 y las 22 semanas de

gestacion en la unidad de ecografia obstétrica.

Los resultados perinatales se obtuvieron mediante un cuestionario
estandarizado que se enfregd a la paciente en la visita
correspondiente a la ecografia de las 20 semanas. Cuando el
cuestionario no se realizaba, se obtuvo la informacion de la historia

clinica o mediante encuesta telefénica.

VIIL.9. Revisién y procesamiento de datos

Todos los datos se reqistraron en tiempo real empleando una base de
datos (DBASEIV) para tal efecto. El andlisis estadistico se realizd
mediante el cdlculo del intérvalo de confianza del 95 % empleando la
aproximacion normal siempre que fué posible asi como la ley de
Snedecor cuando la muestra no cumplia las condiciones de

aplicacién de lamisma.
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IX. Resultados
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| X . Resultados

De las 921 pacientes examinadas, el principal pardmetro para
cariofipo fetal fué la edad materna avanzada (578 pacientes),
seguido por antecedentes geneticos (178 pacientes) y marcadores
ecogrdficos (85 pacientes).

El periddo en que se realizd el procedimiento de biopsia corial
fue enfre las 9.5 y 13.4 semanas (11.09 en promedio), para
amniocentesis precoz con amniofiltracion fué entre las 10.0 y 13.6
semanas (12.48 en promedio) y para amniocentesis precoz sin
amniofilfracion fué entre las 10.5y 13.6 semanas (12.98 en promedio).

El tiempo empleado en el procedimiento en la biopsia corial fué
de 35 a 120 segundos (54.95 en promedio), en amniocentesis precoz
con amniofiltracion fue de 80 a 665 segundos (259.34 en promedio) y
en amniocentesis precoz sin amniofiliracion fue de 50 a 120 segundos
(66.16 enpromedio).

Se presentaron complicaciones en 29 pacientes; 6 de ellas en el
procedimiento de biopsia corial, 12 durante el procedimiento de
amniocentesis precoz con amniofilfracion y 11 durante y tras el
procedimiento de amniocentesis precoz sin amniofiltracion.

En la biopsia corial se presentaron como complicacion por el
procedimiento 2 Obitos; 3 pacientes presentaron dolor postpunciony 1

paciente presentd hematoma placentario.
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En el grupo analizado por amniocentesis precoz con
amniofiltracion se observaron 2 pacientes con hematoma placentario,
2 pacientes presentaron ruptura prematura de membranas, 1
paciente presentd membrana resistente, 1 puncidn seca, 1
hemorragia infraamnidtica, 2 con dolor postpuncion, 2 con inyeccion
deairey 1 confiebre,

En el grupo sometido a amniocentesis precoz sin amniofiliracion
1 paciente presentd metrorragia, 1 hematoma placentario, 2 ruptura
prematura de memlbranas, 2 dbitos, 1 con memlbranas resistentes, 1
puncion seca y 2 hemorragia Infraamnidtica.

Se presentaron ademds 6 casos de fallo de cariotipo en la
biopsia corial, 2 en la amniocentesis precoz con amniofiltraciony 3 en

amniocentesis precoz sin amniofiltfracion.

IX.1. Fallas en el cultivo

El grupo de las pacientes a las que se les realizd amniofiliracion
presentd un fallo del cultivo en 0.66% de los casos, en biopsia de
vellosidad corial 1.93% y en amniocentesis precoz convencional

0.97% de los casos.
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IX.2. Complicaciones de los procedimientos

Clasificamos las complicaciones de acuerdo a su gravedad
como leves, moderadas O severas para los tres procedimientos,
considerando como leves la resistencia de las membranas, que se
resuelve generaimente con un empuije firme de la aguja sobre las
membranas y se origina debido a que por debajo de la semana 14 de
gestacion aun no se encuentran completamente adheridas las
membranas a la pared uterina y por lo tanto se observa un efecto de
tienda de campana al realizar la puncion. Otra complicacion leve es
la presentacion de dolor y la tercera que se presentd fué la entrada de
aire al sistemna de amniofiltracion. Una complicacion moderada que
se presentd fue la hemorragia infraamnidtica en dos de los
procedimientos.

No se presentd complicacion grave intraprocedimiento en los tres
procedimientos a investigar. En la table 3 se resumen las

complicaciones observadas durante el franscurso de la AP,

X.2.1. Complicaciones intraprocedimiento de la amnioicentesis
precoz

NoO se presentaron complicaciones severas infraprocedimiento,
sin embargo tres pacientes presentaron hemorragia infraamnidtica y

dos pacientes resistencia de membranas.
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Tabla 3. Complicaciones de la amniocentesis precoz.

Complicacioén Pacientes

Severa

Hemorragia

Moderada infraamniética

Resistencia de

Leve membranas

IX.2.2. Complicaciones intraprocedimiento de amniocentesis
precoz con amniofiltracion

Aunque durante la amniocentesis precoz con amniofiltracion no se
presentd complicacion grave o severq, una paciente presentd una
hemorragia intraamnidtica como complicacion moderada y en dos
pacientes se observd resistencia de membranas. Ademds una
paciente reportd dolor a la puncidn y en dos casos hubo entrada de
aire al sistema de filtracion. Estos resultados se encuentran resumidos

enlatabla 4.

Tabla 4. Complicaciones de la amniocentesis precoz con
amniofiltracion.

Complicacioén Pacientes

Severa

Hemorragia

Moderada infraamniética

Resistencia de
membranas

Entrada de aire
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I1X.2.3. Complicaciones intraprocedimiento de la biopsia corial

La biopsia corial no presentd complicaciones severas ni
moderadas. Solo se presentd dolor en tres pacientes a las cuales se
les realizd el procedimiento. Estos resultados se ven reflejados en la

table 5

Tabla 5. Complicaciones de la biopsia de vellocidades coriales.

Complicacioén Pacientes

Severa
Moderada

Leve

IX.2.4. Complicaciones post-procedimiento de la amniocentesis
precoz

En la amniocentesis precoz se presentaron tres casos de
complicaciéon severa post-procedimiento, de las cuales una fué
puncion seca, una rotura de membranas y una pérdida fetal. Ademds
se presentd una complicacion moderada, (hematoma en el sitio de
la puncién) y ninguna paciente presentd alguna complicacion leve,

talcomo se observa enlatabla 6.
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Tabla 6. Complicaciones de la amniocentésis precoz.

Complicacioén Pacientes

Severa Puncién seca

Rotura de membranas
Pérdida fetal

Moderada Hematoma

Leve

IX.2.5. Complicaciones post-procedimiento de la amniocentesis
precoz con amniofiltracion

Se presentaron cuatro complicaciones graves posteriores al
procedimiento de amniocentesis precoz con amniofiltracion, de las
cuales dos fueron rotura de membrana y dos de pérdida fetal. Se
presentaron dos hematomas placentarios considerados como
complicacion moderada y no se presentaron complicaciones leves.
Latabla 7 muestra estos resulfados en forma condensada.

Tabla 7. Complicaciones post-procedimiento de la amniocentesis
precoz con amniofiltracion.

Pacientes

Complicacién

Severa Pérdida fetal

Rotura de membranas
Moderada Hematoma

Leve

o
o
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IX.2.6. Complicaciones post-procedimiento de la biopsia corial

Se presentaron dos complicaciones severas posteriores al
procedimiento de la biopsia corial (pérdidas fetales), un hematoma
placentario como complicaciéon moderada y no hubo complicacion

leve, taly como se observaenlatable 8.

Tabla 8. Complicaciones post-procedimiento de la biopsia corial.

Complicacioén Pacientes

Severa Pérdida fetal
Moderada Hematoma

Leve
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X1.Discusidn

En el presente trabaojo se analizd la diferencia entre la
amniocentesis temprana con y sin amniofilfracion asi como la biopsia
de vellosidades coriales. Las variantes analizadas fueron el tiempo
empleado para la realizacion de cada técnica, las complicaciones
maternasy fetales secundarias al procedimiento, asicomo el fallo en el
cultivo citogenético entre ellas.

En este estudio existio una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.001) en el tiempo empleado para la realizacion de la
amniocentesis con amniofiltracion compardndola con el tiempo
necesario para practicar la biopsia corial y la amniocentesis precoz sin
amniofiltracion, siendo mayor el tiempo que se requiere para el
procedimiento en la amniofiltracion (259.34s, 54.95s, 66.16s
respectivamente). Estos resultados estén acordes con los publicados
por Sundberg en el 2003.

No se encontrd una diferencia estadisticamente significativa
(0<0.05) al comparar la presentacion de las complicaciones
presentadas posteriormente a la practica entre amniocentesis con
amniofiltraciéon y amniocentesis precoz (T1=2.58, 99% de
confiabilidad), asi como entre el procedimiento de amniocentesis por
amniofilfracion y la biopsia corial (Tt=2.58, 99% de confiabilidad). Con
respecto a los resultados reportados por otros autores se encontrd
similitud en comparacion con lo reportado por Eiben en 1997(c), quien

junto con su grupo de colaboradores determind que la tasa de aborto
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después de la semana 28 de gestacion en pacientes sometidas a AT y
AC no representaba diferencia significativa (2% y 1.3%
respectivamente).

Enla experiencia de Bombard (1992), Farrdan (1993), Yang (1993),
Eiben (1993), Gabriel (1993) y Diaz-Vega (1996), la amniocentesis
precoz es un procedimiento que puede reunir buenos criterios de
seguridad, fiabilidad, ejecutabilidad y es un método altemativo a la
BVCyalaAC

Nicolaides y col. (1994) encontraron que la incidencia de
muerte intrauterina era mas alta en el grupo al que se le practicod la AT
enrelaciéon con el de BVC. Ademds mencionaron que la incidencia de
pie equinovaro era mayor en el grupo de AT que en el grupo de BVC
pero sin diferencia estadistica significativa.

Wilson (1997) en un estudio prospectivo, multicéntrico, analizd las
malformaciones congenitas de 695 pacientes divididas en dos grupos
de mujeres sometidas a amniocentesis temprana y cldsica,
encontrando una incidencia de anormalidades congenitas de 2.4%
para AT y de 2.6% para AC. La incidencia de complicaciones
musculares tras estos procedimientos fué de 0.9% y 2.4%
respectivamente. Concluyendo que la AT es un método diagndstico
alternativo a la AC y BVC. En contraste con los resultados de este
reporte, en el presente estudio no se enconfraron efectos adversos
como malformaciones congénitas y/o musculares posteriores a 1os

andlisis efectuados.
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Por otra parte, Jauniaux ( 2000a) menciona que existe mayores
complicaciones al practicar la AT y AF, asi mismo Winsor (1999) refiere
que redlizar los procedimientos antes de la semana 13 de gestacion
puede significar el mayor factor asociado a complicaciones, por o
gue ambos autores concluyen que a menor edad gestacional es
nmayor la tasa de malformaciones congeénitas.

Blumfield y col. (1996) encontraron que la salida de liquido o
sangrado transvaginal ocurria mas frecuentemente en pacientes alos
que se les habia practicado la AT en comparacion con pacientes
sometidos a la amniocentesis clasica. Esto significd ademas un mayor
numero de pérdidas gestacionales (2.2% vs 0.2%), por lo que
concluyeron en su frabajo gue la amniocentesis temprana tiene mayor
numero de complicaciones que la AC. Sin embargo, su incidencia
puede variarde O (Asseletal., 1992)al 2.7% (Smidt-Jensenetal., 1992).

Cederholmy col. (1997) publicaron los resulfados de un estudio
en el que participaron 147 mujeres a las cuales se les practicO ATy 174
BVC, encontrando una incidencia de abortos espontdneos de un 6.8%
enelgrupodeATyde 1.7% parael grupo de BVC.

Wilsony Shulman efectuaron en 1994 un estudio comparativo en
250 pacientes que dividieron en dos grupos, los cuales fueron
estudiados por medio de BVC y Al A tfravés de esto se observd que
existe mayor posibilidad de aborto espontdneoc en el grupo de

pacientes sometidas a AT que en el grupo de BVC, por lo que
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concluyeron que la AT no puede ser tomada en cuenta como una
herramienta de diagndstico prenatal temprano, sugiriendo asi que solo
un estudio randomizado de cohorte podrd valorar y determinar la
seguridad del procedimiento.

Jauniaux (2000a) hace referencia a que la practica de técnicas
como la AT y BVC deberd abandonarse por su altfo indice de
complicaciones. Sundberg (2003), quién ha realizado estudios por
mds de una década sobre amniocentesis temprana con
amniofiltracion, refiere una alta incidencia de talipe equinovaro, mayor
tasa de pérdida gestacional y alto porcentaje de RPM de 4.4% si se
redliza la AT antes de la semana 13 comparado con la BVC y AC.
Debido a esto, menciona que la practica de los procedimientos ATy AF
antes de la semana 13 deberdn descontinuarse, y darle preferencia a
laAC

En el presente estudio, la diferencia del fallo de cultivo entre
amniocentesis precoz con amniofiltracion y amniocentesis precoz sin
amniofiltracion fué de 0.66% y 0.97% respectivamente con una
significancia estadistica de p<0.05. Con respecto a la biopsia corial,
esta presentd una diferencia de fallo de cultivo de 1.93% en relacion
con la de amniofiliracion de 0.66% con una significancia estadistica
de p<0.001. No se encontrd diferencia significativa (p<0.05) de
proporciones de fallo de cultivo entre amniofiltracion y amniocentesis
precoz (Tt=2.58, 99% de confiabilidad)y entre amniofiltracion y biopsia

corial (Tt=2.58, 99% de confiabilidad). Sundberg en el 2003 reportd
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resultados similares con los de este estudio.

Sundberg (2003) demostrd que la AF mejoraba el numero vy
calidad de las muestras utilizando su sistema de amniofittracion y que
es una técnica mas rdpida y segura para el seguimiento de
mosaicismos obtenidos de las BVC, con poco fallo en el cultivo de
0.2% y con un tiempo de reporte citogenético de 10 dias en promedio.
Con respecto a la calidad cromosdmica no encontrd que la técnica
de AF mejorara las muestras. No encontrd diferencias significativas con
respecto a pseudomosaicisno, contaminacion celular materna, asi
como aberraciones numéricas y estructurales con respecto a otras
técnicas.

Segun los resultados de un estudio practicado por el mismo
autor en 1997, no existieron diferencias significativas en fallo de cultivo
en comparacion con las otras dos técnicas. En ofro estudio publicado
por Nicolaides en 1994, la tasa de fallo de cultivo entre éstas dos
técnicas fue de 2.3% y de 0.5% respectivamente.

Recordando que el objetivo principal del presente estudio fué
comparar si la amniocentesis temprana con técnica de
amniofiltracion era superior a la técnica de amniocentesis temprana
sin . amniofiltracion y a la biopsia de vellosidades coriales. Se debe
remarcar la complejidad de la técnica de amniofiltfracion en la
amniocentesis precoz, ya que se requiere personal altamente

especializado para su realizacion y el tiempo empleado en este
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procedimiento es mucho mayor con respecto al de 1os ofros dos. En
nuestro frabagjo de investigacion, la técnica de filtracion difirié de la de
Sundberg (2003), ya que consistid en obtener las células durante la
reinstilacion de LA a la cavidad amnidtica, no durante la obtencion del
liquido amnidtico, sin embargo no se encontraron diferencias en 10s
resultados citogenéticos, calidad de células obtenidas asi como el
tiempo empleado enla realizacion del procedimiento.

Se encontrd que no existen ventajas sobre las otras dos técnicas
y que la mayoria de los autores concuerdan en que existen mayores
complicaciones cuando estas técnicas se realizan a menor edad
gestacional (Jauniaux et al., 2000q, Nicolaides et al., 1994, Sundberg
etal., 2003).

A la fecha, no existen estudios randomizados para la
amniocentesis entre las semanas 13-15 que demuestren claramente
la efectividad de la AT y AF incluyendo los resultados del presente
trabajo, por 1o que adn no se debe considerar como procedimiento
segurocomola ACyBVC.

Es importante mencionar que en la actualidad se cuenta con
técnicas analiticas a nivel molecular tales como hibridacion in situ por
fluorescencia (FISH) y reaccidn en cadena de la polimerasa
cuantitativa fluorescente (QF-PCR), las cuales brindan un resultado
citogenético rapido y seguro de la mayoria de las anormalidades

cromosomicas (Adinolfi M, 2001).
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CONCLUSION

Al iniciar el presente estudio y en base a lo reportado en la
literatura se decidid comparar el método de amniocentesis temprana
con técnica de amniofiltracion, el cual se considerd como mds
prometedor en relacion a otras practicas para el diagndstico prenatal
temprano como la biopsia de vellocidades coriales y la amniocentesis
precoz sin amniofiltracion. En los estudios existentes se ha demostrado
que al practicar la amniofiltracion, el indice de fallo de cultivo es menor
ademds de que es posible realizarla en etapas muy tempranas de la
gestacion sin necesidad de extraer grandes cantfidades de liquido
amnidtico. Esto permite obtener un resultado en menor tiempo, lo que
facilita una decision obstétrica adecuada. (Los resultados de este
trabajo muestran que la prdctica de amniofiltracion es mds compleja
en relacion con otros métodos de diagndstico prenatal y se reuiere
nmayor tiempo para su realizacion. Considerando las complicaciones
que presentaron las pacientes posteriormente al procedimiento asi
como el porcentaje de fallo de cultivo, ninguna diferencia estadistica
significativa fue establecida entre los tfres metodos estudiados.

Actualmente y debido a que la tecnologia ha permitido el
desarrollo importante de técnicas como QF-PCR y FISH que facilitan un
mas rapido y deseable diagndstico citogenético, la practica de una
amniocentésis tfemprana con la técnica de amniofiliracion debe de
considerarse solo como un método alternativo para el diagndstico

prenatal temprano de enfermedades cromosomicas.
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